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Les peptides appartenant à la famille des tachykinines tels que la substance P (SP) sont 
des acteurs essentiels contribuant à l’hyperalgésie primaire et secondaire. La SP libérée par les 
neurones afférents primaires, ne provoque pas à elle seule des décharges nociceptives, mais elle 
potentialise l’effet de divers neurotransmetteurs tel que le glutamate. Pour ces différentes raisons, 
de nombreuses recherches ont été effectuées avec des antagonistes des récepteurs neurokinines et 
en particulier des récepteurs NK1. Cependant, malgré des études précliniques prometteuses, les 
antagonistes du récepteur NK1 n’ont pas montré d’effet significatif chez l’Homme. La 
biosynthèse des neuropeptides actifs passe par la maturation protéolytique des pro-neuropeptides. 
La compréhension des mécanismes de la maturation enzymatique des précurseurs des 
tachykinines, ainsi que l’étude de la stabilité métabolique de la substance P (SP) permettraient 
d’élucider des stratégies de traitement innovateur en favorisant l’inhibition du processus de 
maturation ou la production de fragments peptidiques moins actifs ou inactifs. Le premier 
objectif de cette étude était d’élucider le rôle de la Proproteine convertase 1 (PC1) et de la 
Proproteine convertase 2 (PC2) dans la maturation de la protachykinine en utilisant des fractions 
S9 de la moelle épinière des souris du type sauvage (WT), PC1-/+ et PC2-/+. La caractérisation et 
la quantification des neuropeptides ont été réalisées à l’aide de la chromatographie liquide à haute 
performance et de la spectrométrie de masse. Les résultats montrent que PC1 et PC2 
interviennent dans la maturation de la protachykinine et ces deux enzymes sont essentielles pour 
la biosynthèse de la Tachykinine58-71, le précurseur de la SP. Une réduction de plus de 50% de la 
vitesse de formation dans les fractions S9 de la moelle épinière de souris mutantes PC1 et PC2 a 
été observée. Les résultats obtenus révèlent que PC1 et PC2 sont impliquées dans la protéolyse de 
la protachykinine et suggèrent un rôle important de ces enzymes dans la maturation de la 
protachykinine-1.  
La protéolyse régule probablement les concentrations extracellulaires de la SP, mais peu 
d'études ont été menées sur le métabolisme des tachykinines. Dans ce présent travail, nous 
démontrons que la protéolyse contrôle le niveau de la SP dans la moelle épinière menant à la 
formation de fragments C-terminaux actifs. La stabilité métabolique de la β-tachykinine58-71 et de 
la SP était très courte, avec une demi-vie de 5.7 et 3.5 min, respectivement. Plusieurs fragments 
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C-terminaux ont été identifiés, y compris la SP3-11, la SP5-11 et la SP8-11, qui conservent leurs 
affinités vis-à-vis des récepteurs neurokinines. La stabilité métabolique des fragments C-
terminaux était significativement supérieure à celle de la β-Tachykinine58-71 et de la SP. Deux 
inhibiteurs de Prolyl endopeptidase spécifiques ont été utilisés et ont montré une réduction 
significative de la vitesse de formation de SP3-11 et de SP5-11. Ainsi, nous avons démontré que le 
Prolyl endopeptidase est impliqué dans le traitement N-terminal de la SP dans la moelle épinière 
et dans la formation de la SP3-11 et la SP5-11. 
Étant donné que la régulation des niveaux endogènes de peptides opioïdes (DynA, Leu-
Enk, Met-Enk) et des tachykinines (Tach58-71, SP) dépend fondamentalement de l'activité de PC1 
et de celle de PC2, l'analyse des tachykinines et des neuropeptides opioïdes ont été réalisées. Les 
résultats obtenus révèlent une diminution significative des neuropeptides pro-nociceptifs la 
Tach58-71 (p <0,05), de la SP (p <0,01) et du NKA (P <0,001)), et des neuropeptides opioïdes Dyn 
A (p <0,01), de Leu-Enk (p <0,001), de Met-Enk (p <0,001), dans la moelle épinière de souris 
PC1 - / + et PC2 - / +. Par conséquent, la modulation de l'activité des PCs a un impact important sur 
les peptides pro-nociceptifs, mais également sur le système opioïde endogène et par conséquent 
elle affectera significativement les voies modulatrices de la douleur. Ces résultats suggèrent 
également que la réduction significative des concentrations de peptides pro-nociceptifs peut 
altérer la réponse du système opioïde endogène. Les analyses des concentrations des peptides 
opioïdes chez les souris Tac1-/- ont montré spécifiquement que les concentrations en 
Endomorphine-2 (EM2), en Leu-Enk et en Dyn A sont significativement inférieures que celles 
obtenues dans la moelle épinière chez les souris WT. Par conséquent, l’absence de la SP a un 
impact sur les mécanismes endogènes de modulation de la douleur. 
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SP is a major proteolytic product of the protachykinin-1 primarily synthesized in neurons 
and plays a central role in nociceptive transmission. The SP does not acte alone to cause 
nociceptive discharges, but it potentiates the effect of various neurotransmitters such as glutamate. 
For these various reasons, much research has been carried out with antagonists of neurokinin 
receptors and in particular NK1 receptors. However, despite promising pre-clinical studies, NK1 
receptor antagonists have not shown significant effect in Humans. The proteolysis control of 
endogenous protachykinins has a profound impact on pain perception. Proprotein convertases 
(PCs) are extensively expressed in the central nervous system and specifically cleave at C-
terminal of either a pair of basic amino acids, or a single basic residue but the role of PCs remains 
unclear. The first objective of this study was to decipher the role of PC1 and PC2 in the 
proteolysis of protachykinins using cellular fractions of spinal cords from wild type (WT), PC1 -/+ 
and PC2 -/+ mices and mass spectrometry. The results clearly demonstrate that both PC1 and PC2 
mediate the formation of SP and β-Tachykinin58-71, an important SP precursor, with over 50 % 
reduction of the rate of formation in mutant PC1 and PC2 mouse S9 spinal cord fractions. The 
results obtained revealed that PC1 and PC2 are involved in the C-terminal processing of 
protachykinin peptides and suggest a major role in the maturation of the protachykinin-1 protein. 
The proteolysis is suspected to regulate extracellular SP concentrations but few studies 
were conducted on the metabolism of proneuropeptides and neuropeptides. In the present study, 
we provide evidence that proteolysis controls SP levels in the spinal cord leading to the formation 
of active C-terminal fragments. The metabolic stability of β-Tachykinin58-71 and SP were very 
short resulting in half-life of 5.7 and 3.5 min, respectively. Several C-terminal fragments were 
identified, including SP3-11, SP5-11 and SP8-11, which conserve affinity for the neurokinin receptors. 
Interestingly, the metabolic stability of C-terminal fragments were significantly superior. Two 
specific Prolyl endopeptidase inhibitors were used and showed a significant reduction in the rate 
of formation of SP3-11 and SP5-11 providing strong evidence that Prolyl endopeptidase is involved 
into N-terminal processing of SP in the spinal cord. 
The role of proprotein convertases (PCs) in the proteolysis of proneuropeptides was 
previously established but few studies have shown the direct impact of PCs on the regulation of 
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specific tachykinin and opioid peptides in the central nervous system. This study has determined 
the relative concentration of targeted neuropeptides in the spinal cord of WT, PC1- / + and PC2- / + 
mice to establish the impact of a restricted PCs activity on the regulation of specific 
neuropeptides. The results revealed a significant decrease of Dyn A (p < 0.01), Leu-Enk (p < 
0.001), Met-Enk (p < 0.001), Tach58-71 (p < 0.05), SP (p < 0.01) and NKA (p < 0.001) spinal cord 
concentrations in both, PC1 -/+ and PC2 -/+ mice. Therefore, the modulation of PCs activity has an 
important impact on specific pronociceptive peptides (SP and NKA), but the results also showed 
that endogenous opioid system is hindered and consequently it will affect significantly the pain 
modulatory pathways. Tachykinin and opioid peptides play a central role in pain transmission, 
modulation and inhibition. Recent investigations suggest that both pronociceptive tachykinins 
and the analgesic opioid systems are important for normal pain sensation. The analysis of opioid 
peptides in Tac1-/- spinal cord tissues offers a great opportunity to verify the influence of the 
tachykinin system on specific opioid peptides. Our results reveal that Endomorphin-2 (EM2), 
Leu-Enk and Dyn A were down regulated in Tac1-/- spinal cord tissues that strongly suggest a 
significant impact on the endogenous pain-relieving mechanisms. These results may have 
insightful impact on future analgesic drug developments and therapeutic strategies. 
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Les informations en provenance de notre milieu interne et externe sont captées d’une façon 
continue par des récepteurs sensoriels (Nishio et al., 2016). Une information nociceptive est 
captée par des nocicepteurs qui sont des récepteurs sensoriels de haut seuil d’activation, 
répondant à des stimulations d’intensité forte (Julius and Basbaum, 2001; Delaunay, 2013 ; Baliki 
and Apkarian, 2015). Ainsi, suite à une stimulation périphérique intense, le signal nociceptif est 
transformé en un influx électrique provoquant la libération de neuropeptides pro-nociceptifs 
matures, favorisant l'hyperexcitabilité centrale suite à leur fixation sur leurs récepteurs pré et 
post-synaptiques. Les messages nociceptifs font relais dans des cellules situées dans les couches 
superficielles et profondes de la corne dorsale de la moelle épinière, où plusieurs neuropeptides 
clés ont été identifiés, y compris les tachykinines (Kuner, 2010; Mika et al., 2011; Felippotti et al., 
2012). La SP est un neuropeptide de la famille des tachykinines omniprésent dans les systèmes 
nerveux central et périphérique de mammifères. Au niveau central, la SP participe à différents 
processus physiologiques telles que la régulation des troubles de l'humeur, l'anxiété, la dépression 
(Geracioti et al., 2006), l’asthme (Li et al., 2011), le syndrome du côlon irritable, le rythme 
respiratoire, les nausées et la douleur. Au niveau périphérique, la SP agit par un phénomène 
nommé réflexe d'axone; libérée au niveau du site de lésion la SP provoque une forte 
vasodilatation induisant la libération de différentes substances (bradykinine, histamine, 
sérotonine, etc) et la dégranulation des mastocytes. Ainsi, la SP est reconnue comme un pro-
inflammatoire et un pro-nociceptif puissant (Gao and Peet, 1999; Chakraborty et al., 2011; 
Pailleux et al., 2013; Schröder et al., 2014). La SP est synthétisée principalement dans les 
neurones et possède une large distribution dans les systèmes nerveux central et périphérique. Plus 
particulièrement, une proportion significative des neurones afférents primaires situés dans les 
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ganglions de la racine dorsale exprime des niveaux élevés de SP. La SP est transportée à la fois 
vers les terminaux périphériques et centraux. L'expression de la SP et de son récepteur 
neurokinine 1 (NK1) situé dans la lamina I de la moelle épinière (Yu et al., 1999; Teodoro et al., 
2013) est en corrélation avec l'intensité, la fréquence et la durée de la douleur (Sluka et al., 1997). 
Les agonistes des récepteurs NK1 provoquent une dépolarisation lente qui contribue de manière 
significative au développement de l'hyperalgésie secondaire (Levine et al., 1993; Dickenson, 
1995 ; Baumbauer et al., 2009). Ainsi, le système de modulation de la douleur est activé d’où la 
libération des peptides opioïdes (ex., les endomorphines, les enképhalines et les dynorphines) 
produisant ainsi des effets analgésiques puissants dans le système nerveux central (SNC) et 
inhibant la douleur endogène (Machelska, 2007; Wahlert et al., 2013; Bali et al., 2014). Par 
conséquent, la SP peut augmenter l'intrant d’inhibiteurs dans certaines régions du système 
nerveux. Cette inhibition indirecte pourrait jouer un rôle dans la régulation de la plasticité 
synaptique à court et à longs termes et pourrait promouvoir la synchronisation des circuits 
neuronaux. Les informations sur l’ensemble des protéines exprimées par l’activation des gènes 
associés aux mécanismes de sensibilisation et d’inhibition de la douleur demeurent très limitées, 
particulièrement, les mécanismes biomoléculaires associés aux processus de maturation post-
traductionnels de précurseurs protéiques au cours du transport axonal, notamment ceux des 
tachykinines.  
 
La plupart des neuropeptides et hormones peptidiques sont initialement synthétisés sous forme de 
précurseurs polypeptidiques et la formation de molécules bioactives nécessite de nombreuses 
étapes de maturation post-traductionnelles. Pour les tachykinines, le gène Tac1 code pour la 
protéine précurseure pro-tachykinin-1 contenant la séquence de quatre peptides de la tachykinine, 
incluant la SP (Basbaum, 1999). La protéine pro-tachykinin-1 est clivée par l'action de protéases 
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spécifiques pendant le transport axonal (Hook et al., 2008). Le clivage endo-protéolytique permet 
la libération des peptides découlant du précurseur et plus spécifiquement, une famille importante 
d’enzymes réalisant cette protéolyse des précurseurs polypeptidiques est nommée proprotéine 
convertase (PCs). Les principales PCs présentes dans la plupart des cellules endocrines et 
neuronales sont la proprotéine convertase 1 (PC1) et la proprotéine convertase 2 (PC2). Ces PCs 
clivent sélectivement les protéines à des sites distincts généralement occupés soit par une paire 
d'acides aminés basiques tels que KR, RR, RK et KK et parfois après un simple résidu basique (R 
ou K). Les données récentes démontrent que les PCs possèdent un rôle physiologique important 
et distinct, pour la biosynthèse des neuropeptides. Le rôle des PCs dans la maturation des 
tachykinines reste à être démontré. Vu que la séquence primaire de la protéine précurseur 
protachykinin‐1 contient divers sites mono et dibasiques ceci suppose que les PC1 et PC2 
peuvent jouer un rôle important dans le métabolisme des tachykinines et dans la production de la 
SP. En conséquence, les PC1 et PC2 peuvent jouer un rôle majeur dans la maturation 
enzymatique des pro-tachykinines. 
 
Plusieurs mécanismes régulent les tachykinines endogènes et les niveaux de la SP, y compris 
l'expression différentielle de l'ARNm de la protachykinine et la sécrétion contrôlée des 
tachykinines à partir des neurones. La protéolyse est soupçonnée de réguler les concentrations de 
SP extracellulaire (Mitchell et al., 2013). Il est bien connu que lors de leur libération, la SP peut 
être attaquée, clivée et inactivée par de nombreuses enzymes (Snijdelaar et al., 2000). Plusieurs 
enzymes sont soupçonnées d’être impliquées dans la conversion de la SP en fragments N- et C-
terminaux spécifiques. Il est connu que les fragments C-terminaux de la SP jouent un rôle 
important dans l'effet pro-nociceptif favorisant la libération des acides aminés excitateurs 
(Skilling et al., 1990). Cependant, les fragments C-terminaux de la SP ont des affinités de liaison 
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distinctes avec le récepteur NK1 (Vasiliou et al., 2007; Mistrova et al., 2016) et l'effet résultant 
dépendra fortement de l'abondance relative de fragments de métabolites. Il en résulte que, non 
seulement la SP doit être considérée, mais aussi ses métabolites C-terminaux qui peuvent avoir 
des fonctions importantes lors du développement de l'hyperalgésie secondaire. Pour cela les 
prolyl-endopeptidases (PREP) sont suspectes de cliver la SP et de générer des fragments C-
terminaux impliqués dans la nociception. Les PREP catalysent l'hydrolyse de la liaison Pro-X de 
peptides avec une séquence primaire inférieure à 30 acides aminés (Polgár, 2002; Nolte et al., 
2009). L'expression de l'ARNm de PREP dans la moelle épinière a été décrite et il a été suggéré 
que les peptides de tachykinine peuvent être hydrolysés par le PREP (Nolte et al., 2009). 
 
 D’autre part, il a été démontré qu’il existe une interdépendance entre le système pro-nociceptif et 
le système opioïde, vu l’importance de la SP dans la transmission du message nociceptif. Ainsi, si 
PC1 et/ou PC2 sont impliquées dans le métabolisme des tachykinines et que la production de la 
SP est significativement touchée, une diminution significative, voir même l’absence totale de la 
SP, (ex., chez les souris Tac1 KO) provoquerait certainement une diminution significative des 
peptides opioïdes. 
 
Dans le cadre de ce travail de thèse, ce projet s’est particulièrement intéressé aux métabolismes 
des tachykinines afin d’apporter de nouvelles connaissances au niveau des mécanismes 
moléculaires centraux et périphériques. Dans un premier temps, des méthodes bioanalytiques 
fiables, robustes et précises ont été développées et validées afin de pouvoir identifier, caractériser 
et quantifier les neuropeptides ciblés par HPLC-MS/MS en utilisant une méthode de dilution 
isotopique.   
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Ce présent travail a pour objectif d’appliquer la méthode de HPLC-MS/MS afin de (i) 
caractériser le métabolisme des tachykinines (ii) définir les rôles des proprotéines convertases 
dans la maturation de la pro-tachykinin-1 et du PREP dans la dégradation de la SP (iii) 





































Chapitre 1. Protéomique et sous-protéome 
 
Le terme protéome résulte de la contraction des mots « protéine » et « génome » employés pour 
la première fois par Wilkins et al., (1996). Ce terme désigne l'ensemble des protéines exprimées 
dans une cellule, une partie d'une cellule (membranes, organites) ou un groupe de cellules 
(organe, organisme, groupe d'organismes) dans des conditions données et à un moment donné.  
 
Dans la pratique, la protéomique vise à identifier de manière globale les protéines extraites d'une 
culture cellulaire, d'un tissu ou d'un fluide biologique, leur localisation dans les compartiments 
cellulaires, leurs éventuelles modifications post-traductionnelles ainsi que leurs concentrations 
(Gokhale et al., 2012). Également, la protéomique permet de quantifier les variations de leur taux 
d'expression en fonction du temps, de leur environnement, de leur état de développement. Ainsi, 
la protéomique permet de déterminer l’état physiologique et pathologique d’une espèce donnée 
(Gfeller et al., 2016; Mommen et al., 2016). Elle étudie aussi les interactions que les protéines 
possèdent avec d'autres protéines, avec l’acide désoxyribonucléique (ADN) ou d’acide 
ribonucléique (ARN), ou avec d'autres molécules (Berthier, 2008; Nouschi, 2015). La 
protéomique fonctionnelle étudie les fonctions de chaque protéine. Également, la protéomique 
étudie la structure primaire, secondaire et tertiaire des protéines. Les analyses génomiques ne 
donnent qu’une vue partielle du fonctionnement cellulaire vu que la séquence d’un gène et son 
profil d’activité ne sont pas directement corrélés à l’abondance d’une protéine, de l’état de son 
activité ou de sa structure moléculaire finale (Haynes et al., 1998; Lescuyer et al., 2004). En effet, 
le transcrit d’un gène peut être épissé de différentes façons avant la traduction de la protéine. 
Grâce aux ribosomes, l’acide ribonucléique messager (ARNm) est traduit en protéines selon le 
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code génétique. Les codons de l’ARNm ont une correspondance pour les acides aminés qui sont 
polymérisés pour pouvoir former une protéine (Kierszenbaum, 2006). L’épissage alternatif de 
l’ARNm ainsi que les modifications post-traductionnelles possibles telles que la phosphorylation, 
la glycosylation, la sulfatation (Hook, 2008) mais aussi la protéolyse augmentent très 
significativement le nombre de protéines ou de fragments protéiques et peuvent mener à 
différentes fonctions biologiques incluant des rôles structurels, de reconnaissance, de transport, 
de catalyse et de protéolyse (Hovasse, 2010). Ainsi, un seul gène peut encoder plusieurs protéines 
différentes (Ong and Mann, 2003; Komurov and White, 2007). En conséquence, le protéome est 
bien plus complexe que le génome (Kosak and Groudine, 2004) et l’analyse seule de la séquence 
d’ADN ou la quantification des ARNm ne suffit pas à prédire les formes actives des protéines ni à 
déterminer leurs niveaux d’expression (Gygi et al., 1999; Wang et al. 2006). Vu que les protéines 
sont impliquées dans la plupart des processus biochimiques normaux ou pathologiques, l’étude 
directe des protéines permet une meilleure compréhension des maladies et des cascades 
d’évènements impliquées (Woolf and Salter, 2000; Chaurand et al., 2004). 
 
Étant donné que la protéolyse est l’une des modifications post-traductionnelle d’une importance 
majeure dans la régulation des fonctions biologiques et que divers peptides s’avèrent 
indispensables pour l’organisme, il est aussi important de s’intéresser à la peptidomique. La 
peptidomique est définie comme étant un sous-ensemble de la protéomique pour la description 
des peptides, considérés, eux aussi, comme produits de gènes (Schrader and Schulz-Knappe, 
2001; Schulz-Knappe et al., 2001). La peptidomique a pour but d’identifier, caractériser et 
quantifier tous les peptides endogènes d’une cellule, d’un organe ou d’un organisme (ex., le 
peptidome). La peptidomique se définit comme une méthodologie permettant la description la 
	 9	
plus complète possible des peptides d’un échantillon biologique dans différentes conditions 
physiologiques (Yin et al., 2011). 
1.1. Protéolyse 
Les protéases possèdent un rôle important dans le métabolisme des organismes vivants. Elles 
interviennent dans de différents processus physiologiques y compris le développement, la 
coagulation du sang, la mort cellulaire, la digestion et la maturation des protéines (Hubbard, 
1998). Pour cela 1,7% du génome de mammifère code pour des enzymes protéolytiques (Lopez-
Otin and Overall, 2002). Il existe différentes familles fonctionnelles de protéase, qui sont classées 
en fonction de la position où a lieu la coupure dans la chaine peptidique : (i) Les exopeptidases 
tels que les amino-peptidases qui coupent entre le premier acide aminé et le second acide aminé 
de la chaine, libèrent donc l'acide aminé N-terminale, et les carboxypeptidases qui coupent entre 
l'avant dernier et le dernier acide aminé de la chaine, libèrent donc l'acide aminé C-terminale. (ii) 
Les endopeptidases qui peuvent couper à l'intérieur de la chaine peptidique. 
 
La plupart des protéases clivent préférentiellement la chaine peptidique à des positions précises, 
en fonction de la nature des chaines latérales des acides aminés qui entourent le site de coupure. 
Dans certains cas, cette spécificité est faible, mais dans d'autres, elle peut être très sélective. La 
coupure peut aussi être influencée par la structure de la protéine. Plusieurs mécanismes d'action 
ont été décrits pour les protéases, ce qui permet de les regrouper en grandes familles, en fonction 
de la nature du ou des acides aminés du site actif impliqué dans la catalyse. Nous distinguons 
ainsi six familles de protéase: les protéases à sérine, les protéases à cystéine, les protéases à 
aspartyle, les métallo-protéases, les protéases à thréonine, les protéases à acide glutamique 
(Seidah et al., 2006). Ces protéases sont impliquées dans le clivage de liaisons peptidiques de 
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diverses protéines et peptides au niveau de multiples compartiments cellulaires, y compris ceux 
de la voie sécrétoire (le réticulum endoplasmique (RE), les endosomes, les lysosomes et les 
vésicules sécrétoires), du cytosol, des peroxysomes, de la mitochondrie et du noyau, ainsi qu’au 
niveau de la matrice extracellulaire (Winchester, 2005). 
 
Le traitement post-traductionnelle des pro-protéines et pro-peptides est une étape essentielle dans 
la formation du peptide bioactif, ce qui est particulièrement important dans le système nerveux 
(Pejaver et al., 2014; Murphy and Gainer, 2016). Beaucoup de neuropeptides sont synthétisés 
sous forme de protéines précurseurs inactives, qui subissent une cascade enzymatique de 
transformations et de modifications post-traductionnelles au cours de leurs transports 
intracellulaire avant l’obtention des produits bioactifs qui sont sécrétés et agissent au niveau des 
récepteurs pré et post-synaptiques (Salio et al., 2006; Zipfel and Skerka, 2009; Krishnan and 
Schiöth, 2015).  
 
Le traitement protéolytique commence au niveau du réticulum endoplasmique rugueux où le 
peptide signal du coté N-terminal est clivé par le signal peptidase. Le pro-neuropeptide résultant 
est acheminé à travers l'appareil de Golgi et est emballé dans des vésicules sécrétoires 
nouvellement formées avec des protéases de traitement. Tout au long du transport axonal, la 
vésicule sécrétoire arrive à maturité et le traitement protéolytique se produit de telle sorte que la 
vésicule sécrétoire mature contient les neuropeptides biologiquement actifs (Sossin et al., 1989; 
Hook et al., 2008; Bulgari et al., 2014). Bien que chaque pro-neuropeptide possède une séquence 
primaire distincte, le traitement protéolytique se produit sur les sites dibasiques du coté N et C 
terminales des précurseurs de neuropeptides. Les neuropeptides sont généralement clivés au 
niveau des résidus dibasiques Lys-Arg (KR), Lys-Lys (KK), Arg-Arg (RR), Arg-Lys (RK) et 
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parfois au niveau des sites Arg (R) monobasiques (ex., pro-vasopressine, pro-somatostatine) 
(Coates and Birch, 1998). Bien que plusieurs neuropeptides proviennent du clivage à des sites 
basiques, des clivages protéolytiques peuvent se réaliser au niveau des résidus non-basiques 
(Marcinkiewicz et al., 1993; Hook et al., 2008; Fricker, 2016).  
 
Le traitement protéolytique sur les sites dibasiques ou monobasiques de proneuropeptides se 
produit principalement dans les vésicules de sécrétion (Docherty and Steiner, 1982; Crochet et al., 
2004; Hook et al., 2008; Fricker, 2016). Ces protéases peuvent être des endo-protéases telle que 
la cathepsine L appartenant à la famille des cystéine-protéases ou des proprotéines convertases 
appartenant à la famille de subtilisine-like calcium-dépendante. La cathepsine L clive 
préférentiellement du côté N-terminal au niveau des sites dibasiques tandis que les PCs clivent 
préférentiellement du côté C-terminal au niveau d’une séquence d’AA mono ou dibasique KR, 
RR, et RK mais pas lorsqu’ils sont suivis d’une proline (P) (Seidah and Chrétien, 1999; Duckert 
et al., 2004). L’action de la cathepsine L et des PCs, conduit à des intermédiaires peptidiques 
avec des extensions de résidus dibasiques à leurs extrémités N et C terminales. Ces résidus 
basiques sont éliminés par des exopeptidases telle que l’Arg/Lys amino-peptidase qui clive du 
coté N-terminal et la carboxypeptidase E qui est relativement abondante au niveau du SNC et qui 
clive du coté C-terminal des pro-neuropeptides.  
 
L’ensemble de ces clivages protéolytiques est indispensable à la formation de neuropeptides 
biologiquement actifs et fonctionnels. Ainsi, la régulation de l'expression des neuropeptides par 
des enzymes impliquées dans le traitement de proneuropeptides est d’une importance majeure. 
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1.2. Peptides endogènes bioactifs 
Les neuropeptides sont nécessaires pour des fonctions physiologiques comme neurotransmetteurs 
ou neuromodulateurs dans le système nerveux et sont essentiels comme les hormones peptidiques 
pour la régulation du système endocrinien. Ainsi, les neuropeptides sont des médiateurs essentiels 
de la communication cellulaire dans les systèmes neuroendocrines. Ces neuropeptides sont 
composés de séquences de peptides diverses typiquement constituées d'environ 4 à 40 résidus. Il 
existe différents peptides endogènes ayant des différentes fonctions et activités biologiques selon 
le site où ils sont localisés. Par exemple, les peptides endogènes peuvent jouer un rôle actif au 
niveau des mécanismes biologiques y compris la régulation de la croissance par la somatostatine 
(Bertherat, 1992; Steyn et al., 2016), la pigmentation de la peau et la régulation de l’appétit par 
l’α–MSH (Baltatzi et al., 2008), la reproduction par l’ocytocine (Gimpl and Fahrenholz, 2001), la 
glycémie par l’insuline et le glucagon (Duparc, 2012), la vasodilation et le contrôle de la pression 
artérielle avec la bradykinine (BK), le neuropeptide Y (NPY) et l’angiotensine (Souza et al., 
2013), l’inflammation avec les interleukines (Sendur et al., 2013), la douleur avec les peptides de 
la famille des tachykinines telles que la substance P (SP) et la neurokinine A (NKA) (Gutierrez et 
al., 2016) et la modulation de la douleur par les peptides opioïdes telle que la dynorphine A 
(DynA) (Podvin et al., 2016).  
 
L’ensemble de ces peptides est le résultat de la protéolyse de protéines précurseur clivées au 
niveau de motifs spécifiques, suite à un signal déclenchant l’activité enzymatique (Werle and 
Bernkop-Schnürch, 2006). Le pro-neuropeptide résultant acheminé à travers l'appareil de Golgi 
est emballé dans des vésicules sécrétoires nouvellement formées avec des protéases de traitement. 
Les vésicules sont transportées jusqu’aux terminaisons axonales. Durant ce transport axonal, les 
précurseurs de neuropeptides subissent des clivages enzymatiques générant les neuropeptides 
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bioactifs capables de se lier à leurs récepteurs et d’accomplir leurs fonctions biologiques (Hook et 
al., 2008).  
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Chapitre 2. Mécanismes endogènes de la nociception et de la douleur 
 
Le système nerveux permet à l’organisme de se repérer et d’agir dans son environnement 
(Wilaöcher, 2002). Le système nerveux est divisé en système nerveux central (SNC) et système 
nerveux périphérique (SNP). Le SNC inclue l’encéphale regroupant le cerveau, le tronc cérébral, 
et le cervelet ainsi que la moelle épinière. Le SNC possède un rôle de réception, de traitement, 
d'intégration et d'émission des messages nerveux reçus à partir du système nerveux périphérique. 
Le SNP, quant à lui, est constitué des nerfs sensitifs et moteurs, qui sont issus essentiellement de 
la moelle et du tronc cérébral, et qui se terminent au niveau d'un ou de plusieurs organes (peau, 
muscle, viscère). Ainsi, toutes les informations de l’organisme affluent vers le SNC à partir des 
détecteurs sensoriels du SNP. Le SNP est constitué par deux voies : (i) une voie sensitive 
(afférente) constituée de neurones sensitifs et viscéraux, et au niveau de laquelle la propagation 
de l’influx vient du récepteur périphérique, (ii) une voie motrice (efférente) constituée de 
neurones moteurs dont l’origine des influx est le SNC. Cette voie motrice peut être divisée en 
système nerveux autonome ou végétatif et en système nerveux somatique. Le système nerveux 
autonome est associé au contrôle involontaire des muscles lisses, de la digestion, de la respiration, 
des muscles cardiaques ou de certaines glandes (Beaulieu, 2005). Tandis que le système nerveux 
somatique est associé au contrôle volontaire des mouvements du corps dans son environnement 
extérieur. Ainsi, le système somato-sensoriel collecte toutes les informations sensorielles 
provenant de l’organisme. Les sensations tactiles et les variations de pression sont détectées par 
des mécanorécepteurs. Cependant, les variations thermiques sont détectées par des 
thermorécepteurs, les variations chimiques par des chémorécepteurs et les sensations 
douloureuses par des nocicepteurs (Julius and Basbaum, 2001).  
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2.1. Nocicepteurs 
Les informations en provenance de notre milieu interne et externe sont captées d’une façon 
continue par des récepteurs sensoriels (Nishio et al., 2016). Ces récepteurs peuvent être à bas 
seuil de stimulation où à haut seuil de stimulation. Une information nociceptive est captée par des 
nocicepteurs qui sont des récepteurs sensoriels à haut seuil d’activation, répondant à des 
stimulations d’intensité forte (Baliki and Apkarian, 2015). Ils sont localisés essentiellement au 
niveau des terminaisons libres des fibres nerveuses afférentes nociceptives (Fibre Aδ, Fibre C) 
(Gazerani et al., 2016), et formant des arborisations au niveau des tissus cutanés, musculaires, 
articulaires ainsi que dans les parois des viscères (Ness and Gebhart, 1990). Ces fibres 
transforment l’énergie physique/chimique en influx nerveux. Ainsi, le message douloureux est 
converti en potentiel d’action (Woolf and Salter, 2000; Marchand, 2008). Les nocicepteurs sont 
sensibles aux stimuli douloureux et transmettent des informations relatives aux dommages 
tissulaires et à l’intensité des stimuli (mécaniques, chimiques et thermiques) (Julius and Basbaum, 
2001; Delaunay, 2013). Certains nocicepteurs sont activés par différents types de stimuli à la fois, 
ce sont des nocicepteurs dit multimodaux, d’autres nocicepteurs répondent à un seul type de 
stimuli (Hellyer et al., 2007). Le mécanisme de nociception comprend quatre étapes majeures : la 
transduction du message sensoriel à partir d’un stimulus nociceptif, la transmission du message 
nerveux en premier lieu vers la moelle épinière puis vers le centre supérieur intégrateur, 
l’intégration du message douloureux au niveau du cortex cérébral et finalement la modulation du 
message nociceptif par les voies descendantes (Fein, 2012; Pasero and McCaffery, 2010). La 
nociception correspond donc à l'ensemble des fonctions de l'organisme qui permettent de détecter, 
percevoir et réagir à des stimulations internes et externes potentiellement nocives pour 
l’organisme (Costigan and Woolf, 2000; Référent, 2017).  
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2.2.  Fibres nerveuses nociceptives 
Ils existent trois types de fibres nerveuses classés selon leur diamètre et la vitesse de conduction 




Figure 1. Schéma des fibres nociceptives (Inspirée de Julius and Basbaum, 2001). 
a) Schéma représentant les différents types de fibres nociceptives classées selon leurs diamètres, le taux de 
myéline et la vitesse de conduction. b) Schéma représentant l’action des différentes fibres en fonction du 
stade de douleur. Les fibres Aδ sont associées à la perception des douleurs primaires de type piqures 
localisées et brèves généralement d’origine mécanique (Marchand, 2005; Bouhassira, 2009). Ces fibres 
sont responsables du réflexe de retrait. Les fibres C sont associées aux douleurs de deuxième ordre de type 
brûlure qui sont diffuses (Marchand, 2009; Bouhassira, 2009). Ces fibres sont dites polymodales 
(Marchand, 2005), sensibles à la fois aux stimuli mécanique, chimique et thermique. Les fibres C 
constituent les 3/4 des fibres des nerfs périphériques et peuvent être peptidinergiques contenant des 
neuropeptides tels que la SP et le Calcitonin gene-related peptide (CGRP) ou non peptidinergiques ne 
contenant pas de neuropeptide. 
 
 
La corne dorsale est depuis longtemps considérée comme un niveau clé de régulation du message 
nociceptif (Melzack and Wall, 1965; Mattera, 1998). Comme illustrée au niveau de la Figure 2, la 
corne dorsale est composée de différentes couches appelées des lamina où arrivent et partent les 
informations nociceptives. Ainsi, les neurones de projection du lamina I et V reçoivent l’influx 
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des fibres Aδ (Dahlhaus et al., 2005; Regragui, 2012; Di Lernia et al., 2016). Les neurones de 
projection recevant l’influx des fibres Aδ, reçoivent aussi des influx venant des fibres C par 






Figure 2. Représentation schématique de la corne dorsale de la moelle épinière (Inspirée de 
McMahon and Koltzenbur, 2008; Di Lernia et al., 2016). 
Les fibres nerveuses sensorielles entrent dans la moelle épinière par la corne dorsale et se retrouvent dans 
les 6 couches (laminae) distinctes de la corne dorsale de la moelle épinière. Dans les lames I et II, les 
cornes dorsales superficielles, les cellules nociceptives spécifiques (NS) reçoivent des apports des fibres C 
et Aδ directs. Dans les lames IV et V, les neurones à large gamme dynamique (WDR) reçoivent des 
entrées convergentes directes et indirectes (via les interneurones) de tous les types de fibres. Des 
interneurones inhibiteurs sont également présents dans toute la corne dorsale (ils sont particulièrement 
fréquents dans la région de Substantia Gelatinosa dans la Lamina II). 
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2. 3. Récepteurs de la douleur 
Les nocicepteurs captent les informations nociceptives grâce à de nombreux récepteurs et canaux 
transmembranaires qu’ils expriment. Ces récepteurs sont responsables de la transduction des 
stimuli chimiques, mécaniques et thermiques (Figure 3). Ils sont des protéines ou un ensemble de 
protéines capables de transformer l’énergie thermique (Pogorzala et al., 2013; Yarmolinsky et al., 
2016) (Figure 4), mécanique (Shah et al., 2014; Ranade et al., 2015) ou une concentration d’une 
substance chimique donnée (Deval et al., 2010; Brain and Moore, 2013; Kweon et al., 2016; 
Bonvini et al., 2016) en un signal électrique donnant un potentiel d’action (PA) si le seuil de 
stimulation est suffisant (Fein, 2012).  
 
Figure 3. Schéma représentant les récepteurs et les canaux transmembranaires nociceptifs 
(Inspirée de Scholz and Woolf, 2002). 
Les informations nociceptives chimiques, mécaniques et thermiques sont captées par de nombreux 
récepteurs et canaux transmembranaires ainsi le message nociceptif est acheminé par les fibres 
nociceptives vers le ganglion spinal (DRG). À l’intérieur de la corne dorsale de la moelle épinière se 
produit un premier contact synaptique entre les fibres afférentes nociceptives et des neurones de projection. 
Ce premier contact synaptique est clé dans la transmission et la modulation de la douleur (Melzack and 
Wall, 1965). Divers neuropeptides sont libérés à ce niveau afin d’acheminer le message nociceptif vers les 




























Figure 4. Représentation schématique des thermorécepteurs TRP: températures d’activation, 
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Type Canal Activation Référence
T°C ˃ 42°C Patapoutian  et al,, 2003; Dhaka et al., 2006
Capsaïcine Szallasi and Blumberg, 1999
TRPV2 T°C ˃ 52°C Patapoutian  et al,, 2003
TRPV3
TRPV4
TRPM8 18°C Dhaka et al., 2006
Mscl Changement de pression osmotique Garcia-Anoverosand Corey, 1997; Mazzuca, 2007





ASIC2a et ASIC3 Mécano-transduction Olson et al., 1998; Ranade et al., 2015
Acidose (inflammation, lésion tissilaire ou Mamet and Voilley, 2002; Noël et al., 2010;
exercice physique intense, Proton H+) à  Deval et al., 2010; Kweon et al., 2016
Sensibilté chimique des pH d'activité situés entre 4 et 6,9,
Lésion tissulaire les cellules endommagées libérent 
de l'ATP qui stimule les fibres C et les fibres Aδ, 
 L'ATP libéré agit sur les recepteurs purinergiques Schlichter, 2007; Bonvini et al., 2016
et produit un courant entrant cationique
25°C<T< 42°C Dhaka et al., 2006
Activité pour la pression osmotique
P2X
Suzuki, et al,, 1999) 







2.4. Définition de la douleur 
L’évolution des connaissances sur les bases neurophysiologiques de la douleur rend compte de la 
complexité́ du phénomène « douleur ». La douleur est définie comme étant une sensation 
sensorielle ou émotionnelle déplaisante associée à des dommages tissulaires réels ou potentiels 
(IASP, 1979; Portenoy et al., 1996). La capacité à ressentir la douleur possède un rôle protecteur, 
afin de nous mettre en garde d’un dégât tissulaire ou fonctionnel mettant en jeu l’intégrité de 
l’organisme (Woolf and Mannion, 1999). Ainsi, la douleur implique la transduction des stimuli 
douloureux par les fibres nerveuses à terminaison libre (nocicepteurs). Ces fibres acheminent le 
message douloureux jusqu’à la corne dorsale de la moelle épinière puis vers les centres 
supérieurs intégrateurs où il sera traité afin de déclencher les voies descendantes (Le Bars, 2010). 
Ainsi, et selon le type de lésion, le sujet ressent une douleur brève nommée douleur aigue. Cette 
douleur peut être suivie d’une douleur inflammatoire suite à la libération de substances pro-
inflammatoires au site de lésion et stimulant excessivement les récepteurs (Tsui, et al., 2010). 
Cependant, si cette douleur se prolonge au-delà de 6 mois, il s’agit de douleur chronique qui 
perdure même après la réparation de la lésion (Turk and Okifuji, 2001; Bouhassira, 2008). De 
même, cette douleur chronique peut se développer en douleur neuropathique qui est soit 
périphérique (par exemple les compressions nerveuses causées par les hernies discales) ou 
centrale due aux dommages et aux traumatismes spinaux et centraux (atteinte du thalamus) 
(Castel et al., 2013; Jonsson, 2015). Ainsi, la sensation de la douleur ne joue plus le rôle d’alarme 
pour le système puisqu’elle n’indique plus un dommage corporel et subit des dérèglements tels 
que des excès de nociception ou des lésions neurologiques sur les voies nociceptives entrainant 
des modifications du système nociceptif telles que l’hyperalgésie et l’allodynie (Sandkühler, 
2009). L’hyperalgésie est due à une hyperexcitabilité du système nerveux s’exprimant par une 
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amplification des stimuli douloureux ce qui provoque une réponse douloureuse exagérée vis-à-vis 
d’un stimulus nocif (Faure et al., 2015). L’hyperalgésie peut être primaire localisée au niveau du 
tissu lésé ou secondaire issue d’un mécanisme central. De même, l’excès de nociception peut 
provoquer de l’allodynie qui correspond à une douleur déclenchée par un stimulus non nociceptif 
(tel que le toucher) (Julius and Basbaum, 2001; Coutaux et al., 2005; Baron, 2006; Attal, 2010).  
 
2.5. Médiateurs de l’inflammation 
Suite à une stimulation périphérique intense (mécanique, thermique) ou suite à une lésion 
tissulaire (stimuli chimique), la majorité des nocicepteurs se comporte comme des 
chémorécepteurs provoquant des douleurs inflammatoires suite à la libération de substances 
allogènes ou pro-inflammatoires au niveau du tissu lésé (Le Bars and Adam, 2002; Wang and 
Woolf, 2005; Cavaillon, 2005) (Figure 5). Les substances pro-inflammatoires proviennent 
principalement de trois sources (Guirimand, 2003). (i) des cellules endommagées : des protons 
(K+, H+), ATP, histamine et sérotonine (ii) des cellules immunitaires suite à leur phagocytose tels 
que les cytokines (Interleukines, Interférant, facteur de nécrose tumoral (TNF), facteur de 
croissance tumoral (NGF), prostaglandine E et leucotrienes (iii) secrétées par l’activation des 
nocicepteurs localisés sur les terminaisons nerveuses des fibres Aδ et des Fibre C tels que le 
Glutamate, la BK, la SP et le CGRP qui peuvent être libérés au niveau périphérique suite à un 
phénomène nommé réflexe d’axone (Kidd and Urban, 2001; Pethő and  Reeh  2012; Beaulieu et 
al., 2014). Ces peptides pro-inflammatoires sont considérés comme des activateurs puissants des 
nocicepteurs car ils déclenchent la libération de substances pro-inflammatoires telles que 




Figure 5. Schéma de l'hyperalgésie primaire avec la mise en jeu de substances pro-nociceptives 
et des facteurs inflammatoires au niveau des tissus périphériques. (Inspirée de Julius and 
Basbaum., 2001). 
Une lésion de nature mécanique, thermique ou chimique produit une cascade d’évènements provoquant la 
libération de substances potentiellement nociceptives ainsi que la mise en jeu de nombreuses cellules 
immunitaires activées, telles que les macrophages et les cellules lymphocytaires. Ces cellules incluent les 
mastocytes, les plaquettes, les macrophages, les neutrophiles, les cellules endothéliales et les fibroblastes. 
Ces cellules neuronales et non neuronales sont responsables de cette soupe lésionnelle périphérique 
constituée de sérotonine, histamine, glutamate, ATP, adénosine, SP, CGRP, BK, des prostaglandines, 
thromboxanes, leucotriènes, facteur de croissance du nerf (NGF), facteur de nécrose tumoral (TNF-α), 
interleukine-1β (IL-1β), des protéases extracellulaires et des protons. Ces facteurs chimiques agissent 
directement sur le neurone nocicepteur en se liant à des récepteurs de surface dont à des protéines G 
couplées aux récepteurs, des  canaux vanilloide (TRPV), canaux ioniques acide-sensibles (ASIC), et des 
récepteurs de la tyrosine kinase (TrkA). 
 
2.6. Transmission et intégration de la douleur 
Une stimulation périphérique nociceptive (mécanique, chimique ou thermique) recrute des 
nocicepteurs localisés sur les terminaisons libres des fibres nocicepteurs (Aδ, C) conduisant 
































l’information par le 1er neurone situé au niveau du ganglion spinal (Protoneurone) jusqu’à la 
corne dorsale de la moelle épinière. Le 1er neurone à son tour fera synapse avec le deuxième 
neurone de projection supra spinal (Deutéroneurone) (Schaible, 2006). La transmission de l'influx 
nerveux ne se résume pas uniquement au passage de l'information nociceptive entre le neurone 
afférent primaire et le second neurone de projection dans la moelle (Janin, 2009). Avant d'être 
acheminées vers les centres supérieurs, les voies de la nociception, comme toutes les afférences 
sensorielles, traversent le thalamus. Les chemins que peuvent prendre les informations 
nociceptives sont divisés en deux voies principales : la voie spino-thalamique et la voie spino-
réticulée (Fields, 1987; Maarawi, 2013). A ce niveau, le deuxième neurone fait synapse avec le 
troisième neurone conduisant l’information au cortex (Figure 6). La voie spino-thalamique se 
subdivise en deux niveaux : le faisceau spino-thalamique latéral et le faisceau spino-réticulaire. 
Le faisceau spino-thalamique latéral se projette directement vers les noyaux thalamiques latéraux 
dont les neurones tertiaires se projettent à leur tour vers le cortex somato-sensoriel, ce qui 
contribue à l’aspect sensoriel discriminatif de la douleur et il est responsable de la transmission 
de la douleur superficielle et des sensations tactiles (Willis et al., 2012) (Figure 6). 
 
Le faisceau spino-réticulaire forme des synapses au niveau de la formation réticulée (noyau de 
raphé NRM) puis se projettent vers les noyaux médians du thalamus et la substance grise 
périaqueducale (SGPA) et se projette vers différente structure du système limbrique (cortex 
cingulaire antérieur). Le système spino-réticulaire et le système limbrique sont impliqués dans les 
aspects émotionnels de la douleur (Figure 6). Tandis que, le faisceau spino-réticulaire constitué 
principalement de fibre C est responsable de la transmission des douleurs profondes et diffuses 
vu son trajet complexe qui ne permet pas une localisation précise de la douleur (Almeida et al., 
2004; Djouhri and Lawson, 2004; Campbell and Meyer, 2006; Beaulieu, 2013). Le cortex 
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somatosensoriel est connecté aux voies ascendantes nociceptives ce qui permet la perception 
consciente de la douleur. L’information nociceptive est régulée en permanence par des systèmes 
moléculaires endogènes spécifiques d’activation et de modulation de la nociception (Julius and 
Basbaum, 2001; Dubin and Patapoutian, 2010; Ossipov et al., 2014). 
 
 
Figure 6. Schéma général des voies de la douleur (Modifiée d’après Fields, 2004; Beaulieu, 
2013). 
Suite à l’activation des nocicepteurs en périphérie, les influx nociceptifs sont relayés à la corne dorsale de 
la moelle épinière par les fibres nerveuses Aδ et C. Les nocicepteurs sont classiquement associés aux 
fibres Aδ et C, bien qu’il soit reconnu qu’une proportion significative de nocicepteurs soit associée à des 
fibres Aβ (Djouhri and Lawson, 2004). L’information nociceptive emprunte ensuite de nombreuses voies 
entre la moelle épinière et le cerveau, où elle active de multiples régions. Parallèlement, il existe des 
systèmes de modulation descendante de la douleur constitués par des projections descendantes du cerveau 
vers la corne dorsale pouvant inhiber ou faciliter la transmission nociceptive spinale. Il existe également 
des connexions entre les différentes structures cérébrales permettant l’intégration des diverses 
composantes de la douleur et de sa modulation. 5-HT : sérotonine; ENK : enképhaline; LC : locus 
coeruleus; NA : noradrénaline; NRM : noyau du raphé magnus; PAG : substance grise périaqueducale; 
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2.7. Hyperalgésie primaire et secondaire 
Suite à une stimulation périphérique intense, le signal nociceptif est transformé en influx 
électrique (potentiel d’action) suite à l’activation des canaux sodiques voltages dépendants. Cet 
influx active plusieurs canaux voltage-dépendant dont les canaux calciques sensibles au voltage, 
conduisant à une entrée massive du Ca2+. L’influx de Ca2+ induit la libération du glutamate 
considéré comme le principal neurotransmetteur excitateur du SNC chez les vertébrés (Fonnum 
1984). D’autre part le flux de Ca2+ augmente la vitesse de migration des vésicules synaptiques 
LCDV (vésicules à corps dense) contenant les neuropeptides matures (Bao et al., 2003) et 
entraine leur fusion avec la membrane synaptique, libérant ainsi leur contenu dans la fente 
synaptique. Parmi ces neuropeptides la SP, le CGRP, la BK et plusieurs autres neuropeptides sont 
libérés, favorisant l'hyperexcitabilité centrale et une sensibilité accrue suite à leur fixation sur 
leurs récepteurs pré et post-synaptiques (Ji and Woolf, 2001; Mazzuca, 2007). Ainsi, il s’agit 
d’hyperalgésie primaire localisée dans la zone douloureuse (Figure 7). 
Le glutamate libéré́ par les terminaisons nerveuses agit sur deux types de récepteurs : les 
récepteurs inotropes (AMPA et NMDA, le kainate), qui comportent un canal ionique intrinsèque 
activé par le ligand et qui possèdent une cinétique d’activation très rapide (Tang et al. 1989; 
Trussell and Fischbach 1989), et les récepteurs métabotropes (mGlu), couplés à de différents 
messagers intracellulaires via l’activation des protéines G et fonctionnent soit en libérant des 
seconds messagers dans le cytoplasme, soit en influençant les canaux ioniques par la libération de 
sous-unités de protéines G dans la membrane (Conn and Pin 1997).  
Lors de situations physiologiques normales, le glutamate libéré́ à partir des afférents primaires 
active les récepteurs AMPA et mGlu, cependant le récepteur NMDA reste inactif  (Commare, 
2014). Le NMDA contient un site de liaison pour le Mg2+ dans le canal ionique. L’action du 
Mg2+ dépend du potentiel de membrane (PM) de la cellule. A un PM proche du potentiel de repos, 
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le Mg2+ extracellulaire à sa concentration physiologique (1-2 mM) bloque le canal et empêche le 
passage des cations (K+, Na+et Ca2+) (Bancila, 2004). Cependant, suite à une stimulation 
nociceptive intense, la libération prolongée de la SP et du glutamate et l’activation de leurs 
récepteurs respectifs (NK1 et AMPA), dépolarisent peu à peu la membrane neuronal, jusqu’à un 
seuil à partir duquel le bloquage du NMDA par  les ions Mg2+ disparait (Latremoliere and  Woolf, 
2009). L’ouverture des récepteurs/canaux NMDA provoque une augmentation du calcium 
intracellulaire. La forte concentration du calcium active notamment la NO synthase, source de 
production de NO intracellulaire et la cyclooxygénase de type 2 (COX 2) à l'origine de la 
synthèse de la prostaglandines (Castel, 2009). Le NO et le calcium agissent aussi au niveau 
transcriptionnelle en modifiant l'expression de certains gènes, comme les gènes dits à expression 
immédiate (c-FOS, c-JUN et COX 2) et ceux à réponse tardive codant notamment pour la 
prodynorphine, le récepteur de la substance P (récepteur NK1), pour les neurotrophines tel que le 
BDNF (brain derivated nerve growth factor), ou pour des récepteurs tel que le récepteur trkB sur 
lequel le BDNF se fixe (Chauvin, 2011). Ces protéines ainsi synthétisées sont responsables 
d'activation cellulaire à long terme à l'origine d'une neuroplasticité centrale. 
Le signal nociceptif est ensuite transmis aux centres supérieurs intégrateurs par le tractus 
spinothalamique (Bernard and Villanueva, 2009). En premier lieu, le signal nociceptif est 
transmis à la moelle épinière par le premier contact synaptique, où les neurones de la corne 
dorsale sont activés puis le signal nociceptif est transmis à son tour aux centres supérieurs de 
l’encéphale. A ce niveau, les signaux électriques sont traduits en message douloureux (Brooks 
and Tracey, 2005; Calvino and Grilo, 2006). Ainsi, on parle d’hyperalgésie secondaire et de 
sensibilisation centrale (Le Bars and Adam, 2002; Wang and Woolf, 2005) (Figure 7). Les 
informations peuvent alors redescendre via les voies descendantes afin de moduler et de contrôler 
la douleur perçue. La modulation de la douleur se fait via trois mécanismes principaux : (i) 
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l’inhibition de la production de substances allogènes, (ii) l’inhibition du déclenchement et/ou de 
la propagation du signal nociceptif, et (iii) le contrôle des afférences douloureuses au niveau 
central mettant en jeux les voies des opioïdes endogènes et générant une réduction de la douleur 




Figure 7. Schéma représentant l’hyperalgésie primaire et secondaire (Inspirée de Julius and 
Basbaum., 2001). 
Une lésion de nature mécanique, thermique ou chimique produit une cascade d’évènements provoquant la 
libération de substances potentiellement nociceptives (ATP, H+, K+, 5-HT, BK, Histamine, 
prostaglandine) ainsi que la mise en jeu de nombreuses cellules immunitaires activées, tels que les 
macrophages et les cellules lymphocytaires. De même, différents neuropeptides (SP, CGRP) sont libérés 
en périphérie grâce au réflex d’axone ainsi les nocicepteurs se comportent comme des chémorécepteurs 
(Le Bars and Adam, 2002; Wang and Woolf, 2005). Cette fonction chémoréceptrice est essentielle pour 
engendrer les douleurs inflammatoires. À ce niveau on parle d’hyperalgésie primaire (sensibilisation 
périphérique au niveau de la lésion). Le message nociceptif est par la suite acheminé par les fibres 
nociceptives vers le ganglion spinal (DRG). À l’intérieur de la corne dorsale de la moelle épinière se 
produit un premier contact synaptique entre les fibres afférentes nociceptives et les neurones de projection. 
Ce premier contact synaptique est une étape clé dans la transmission et de la modulation de la douleur 
(Melzack and Wall, 1965). La transduction du message nociceptif implique des récepteurs / canaux qui 
répondent de façon sélective aux stimuli engendrés par les lésions tissulaires (Sherrington, 1906). Ceci 
active ainsi des canaux ioniques dépendants du voltage (Nav 1.6 - 1.9) (Waxman et al., 1999; Wood et al., 
2004), permettant la génération et la propagation du potentiel d’action; l’ouverture de ces canaux permet 
l’augmentation de vitesse de migration des vésicules synaptiques. De même, des stimuli forts et 
persistants peuvent déclencher des changements dans l'expression des gènes dans les neurones afférents 
primaires grâce à l'activation de facteurs de transcription (Woolf and Salter, 2000). Ainsi, divers 
neuropeptides sont libérés à ce niveau afin d’acheminer le message nociceptif vers les centres supérieurs 
intégrateurs, à ce niveau on parle d’hyperalgésie secondaire (reflète une hyperexcitabilité centrale). La 
libération d’une multitude de protéines est augmentée dans les neurones afférents primaires en réponse à 
l'inflammation. Cette amplification de la réactivité du nocicepteur participe aux phénomènes cliniques de 
réduction du seuil nociceptif (allodynie) et d’amplification de la douleur après stimulation au-dessus du 
seuil nociceptif (hyperalgésie). 
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2.8. Propagation du signal nociceptif 
La propagation du signal nociceptif se réalise grâce de nombreux canaux ioniques. Les canaux 
ioniques sont des protéines transmembranaires perméables à différents ions tels que le sodium 
(Na2+), le potassium (K+), le calcium (Ca2+) ou le chlore (Cl-). Ils peuvent être sélectifs pour un 
ion ou en laisser passer plusieurs à la fois. Ils existent différents canaux impliqués dans la 
nociception tels que les canaux ioniques dépendant du voltage NaV, CaV, KV (McCleskey and 
Gold, 1999; Catterall et al., 2003; Wood et al., 2004; Thibault, 2009; Nimmrich and Gross, 2012; 
Yin et al., 2016, Sun et al., 2016). Ce sont des acteurs extrêmement importants du système 
nerveux. En modulant le potentiel membranaire des cellules, ils produisent les signaux 
électriques des neurones, régulent la sécrétion de neurotransmetteurs ils convertissent les signaux 
chimiques en signaux électriques (Waxman et al., 1999). Les canaux ioniques permettent donc la 
conduction de l’influx nociceptif et participent aux mécanismes de douleur. Leur expression est 
en outre liée à la plasticité neuronale. Il existe des canaux ioniques ayant le rôle de récepteur, 
c’est à dire que la liaison du ligand sur le canal va entrainer l’ouverture de ce dernier et modifier 
la perméabilité de la membrane cellulaire aux ions concernés, c’est le cas par exemple, des 
récepteurs NMDA associés aux glutamate (Klippenstein et al., 2017).  
 
2.9. Modulation de douleur 
L’information nociceptive est modulée à tous les niveaux du SNC (Melzack et Wall, 1965; 
Pomares, 2012). Cette modulation peut être excitatrice augmentant la réponse nociceptive ou 
inhibitrice produisant une analgésie (Millan, 2002). Les influences inhibitrices, se trouvent à 
divers niveaux du système nerveux central: spinal, tronc cérébral et cortical (Marchand, 2005; 
Moisset et al., 2016). De multiples mécanismes de contrôles périphériques, spinaux et centraux 
	 31	
modulent le message douloureux. Cette inhibition se fait principalement grâce à un contrôle 
spinal ou un contrôle supra-spinal. 
 
2.9.1. Contrôle spinal inhibiteur 
Le contrôle spinal consiste en un blocage pré et post- synaptique de la transmission des stimuli 
douloureux du protoneurone au deutoneurone (Woda and Pionchon, 2008; Jayer, 2010). Ce 
blocage est réalisé par l’intermédiaire d’inter neurone inhibitrice. Ce système spécifique de 
modulation de l'information nociceptive a été proposé par Melzack and Wall (1965) avec la 
théorie du portillon (gâte-control). Ils supposent l’existence d’un inter-neurone inhibiteur dans la 
substance gélatineuse (SG) de la moelle épinière, excité par les petites fibres (Aδ et C) et inhibé 
par les grosses fibres (Aα et Aβ) (Figure 8), modulant ainsi la douleur (Melzack and Wall, 1965; 
Djouhri and Lawson, 2004; Marchand, 2009). 
 
2.9.2. Contrôle supra-spinal 
Le contrôle supra-spinal consiste en un blocage pré et post- synaptique de la transmission du 
stimulus douloureux du protoneurone au deutoneurone (Figure 8). À la différence du contrôle 
spinal, l’inhibition se fait via des fibres inhibitrices descendantes provenant de l’hypothalamus 
(Suzuki et al., 2004; Ossipov et al., 2010). Cette inhibition bloque la transmission spinale des 
messages nociceptifs. Contrairement à la théorie du portillon (gâte contrôle), le contrôle supra 
spinal avec la théorie du contrôles inhibiteurs diffus (Le Bars, 1979 a, b; Calvino et al., 2006), 
suppose que suite à des stimulations nociceptives se produit l’activation d’un système descendant 
mettant en jeu la substance grise périaqueducale, le noyau raphé magnus et les cornes 
postérieures de la moelle épinière (Basbaum et al., 1978; Fields and Heinricher, 1985; Labat et al., 
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2010; Vuillet-A-Ciles and Billet, 2013). Selon ce modèle, une stimulation des fibres à petit 
diamètre déclenche, vers les neurones nociceptifs des couches I et V des cornes postérieures de la 
moelle, un système d'inhibition descendant issu de (i) la substance grise périaqueducale (SGPA) 
du mésencéphale; (ii) le noyau raphé, la formation réticulée, la zone du locus coeruleus de la 
protubérance et la région bulbaire rostro-ventrale qui comprend le noyau raphé magnus, le noyau 
para giganto-cellulaire et le noyau giganto-cellulaire; (iii) la corne dorsale de la moelle épinière 
(Fields and Basbaum, 1999). Plusieurs voies ainsi que plusieurs neuromédiateurs sont impliqués 
dans les mécanismes descendants. Une de ces voies partirait de la SGPA et passerait par le bulbe 
rachidien. Ainsi, les neurones de la SGPA stimuleraient les neurones de la région bulbaire rostro-
ventrale qui enverraient des projections sérotoninergiques vers la moelle (Basbaum and Fields, 
1984). De même, à partir de cette voie les fibres noradrénergiques sont activées (Ruda et al., 
1986). Une autre voie partirait de la SGPA vers la moelle (Terman and Bonica, 2001). Ainsi, et 
contrairement au système de modulation proposé par la théorie du portillon, le contrôle inhibiteur 
diffus produit une inhibition descendante qui ne se limite plus à la région stimulée (Talbot et al., 
1989). Selon cette théorie, la douleur ne serait pas uniquement déclenchée par des processus 
excitateurs, mais par la perception d'un contraste entre les activités de deux pools de neurones 
(Besson et al., 1982). Ce modèle explique bien l'inhibition généralisée de la douleur produite par 
des stimulations intenses. Ainsi, les douleurs persistantes peuvent surgir suite soit à une 
augmentation des afférences nociceptives, mais peuvent aussi résulter d’une baisse de l’inhibition 
ou d’une augmentation de l’excitation centrale. Ces mécanismes endogènes sont complexes et 
font appel à une large gamme de neurotransmetteurs dont plusieurs peptides, ont été identifiés. 
Parmi les neuromédiateurs impliqués dans les mécanismes descendants, la sérotonine, la 
noradrénaline et les opioïdes. La dopamine potentialise les effets anti-nociceptifs (i) des opioïdes 
(Zubieta et al., 2003) et (ii) de la sérotonine et/ou de la noradrénaline dans les voies inhibitrices 
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descendantes (Munro, 2007). La sérotonine, issue des neurones sérotoninergiques, agit 
directement sur les neurones de la corne dorsale pour les inhiber mais elle peut aussi être 
activatrice jouant un rôle important dans la dépression et l'augmentation de la perception de la 
douleur. Ainsi, les neurones sérotoninergiques agissent directement et de façon post-synaptique 




Figure 8. Représentation schématique des mécanismes de modulation de douleur : Contrôle spinal et supra-spinal (Inspirée de 
Melzack and Wall, 1965). 
Tout au long de son trajet nerveux, le message nociceptif fait l'objet de modulations facilitatrices ou inhibitrices. Le contrôle inhibiteur de la 
modulation des messages douloureux s'effectue plus spécifiquement via trois mécanismes: 1) Contrôle médullaire (théorie du portillon ou gâte 
contrôle) représenté par le carrée rouge, En mauve: Contrôle segmentaire d'origine périphérique non douloureux. 2) Contrôle inhibiteur diffus 
induit par des stimulations nociceptives représenté en vert et 3) Contrôle supra-spinal exercé par les centres supérieurs du SNC associés à des 
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2.10. Système opioïdes endogènes 
Le système opioïde possède un rôle important dans de nombreuses fonctions biologiques, en 
particulier dans l’analgésie, la réponse au stress et la régulation du système de récompense 
(Froehlich, 1997; Mague and Blendy, 2010). Le système opioïde endogène est représenté par des 
peptides opioïdes et des récepteurs opioïdes largement distribués dans le SNC (Brownstein, 1993; 
Fields, 2004), ainsi, que dans plusieurs tissus périphériques (Payen, 2002; Millan, 2002; Kapitzke 
et al., 2005; Chauvin and Beaulieu, 2005).  
 
Les peptides opioïdes endogènes sont synthétisés sous forme d’un grand précurseur 
biologiquement inactif au niveau du DRG, de l'hypophyse et de la glande surrénale. La protéine 
précurseur stockée au niveau des vésicules synaptiques nécessite un traitement enzymatique pour 
générer des peptides actifs (Hook et al., 2008). A la suite des stimuli nocifs, la synthèse et la 
libération de ces vésicules sont renforcées, conduisant à des effets de modulation de la douleur 
(Alberts et al., 2002). 
 
2.10.1. Peptides opioïdes endogènes 
Il existe quatre grandes familles de peptides opioïdes endogènes qui sont identifiées à ce jour, 
dérivant chacune d’un précurseur (Kieffer and Gavériaux, 2002; Siebenhuener et al., 2017; 





a) Famille des Enképhalines 
Les enképhalines sont synthétisées à partir du gène PENK qui code pour la pré-pro-enképhaline 
composé de 267 acides aminés contenant six copies de met-enképhaline et une copie de leu-
enképhaline (Rossier, 1988). Le clivage de la protéine précurseur est réalisé par les PC1 et PC2 
(Breslin et al., 1993; Johanning et al., 1996). Les enképhalines sont des neurotransmetteurs 
inhibant les voies de la douleur durant une courte période d’action en agissant sur les récepteurs 
opioïdes (Kiguchi et al., 2008). La dégradation des enképhalines se fait par des amino-peptidases 
N (Irazusta et al., 2003) et des enképhalinases (Hersh, 1984). 
 
b) Famille des Dynorphines 
Les dynorphines sont synthétisées à partir du gène PDYN qui code pour un précurseur de 245 
acides aminés, qui est clivé en l’α-néoendorphine, la β-néoendorphine, big-dynorphine, 
dynorphine A (Dyn A), dynorphine B (Dyn B) (Seizinger et al., 1984 ; Merg et al., 2006) et Leu-
enképhaline (Leu-enk) (Orduna and Beaudry, 2016). L’hydrolyse du précurseur protéique de la 
pré-pro-Dynorphines se réalise principalement grâce à l’activité enzymatique des PC1 et PC2 
(Perone and Castro, 1997). Les interneurones des pro-dynorphines sont localisées dans les 
terminaisons centrales des afférentes primaires de la lamina superficielle (Lai et al., 2006). Il a 
été suggéré que les dynorphines peuvent avoir à la fois des effets anti-nociceptifs ou pro-
nociceptifs selon les concentrations physiologiques (Cesselin, 2002; Orsal, 2011). Également, il a 
été prouvé que la quantité d’ARNm des pré-pro-dynorphines est sensiblement augmentée 
(Labombarda et al., 2008) suite à l’activation du système pro-nociceptif effectuant ainsi, une 
action anti-nociceptive. Tandis que pour des concentrations physiopathologiques élevées, ce 
système serait pro-nociceptif, en participant au maintien de la douleur neuropathique en induisant 
la libération d’acides aminés excitateurs, en activant les fibres C entrainant ainsi la libération du 
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CGRP et en agissant au niveau des récepteurs NMDA (Hauser et al., 1999 ; Tan-No et al., 2005; 
Kuzmin et al., 2006) menant ainsi au développement de l’hyperalgésie (Lai et al., 2006). 
 
c) Famille des endomorphines 
Les endomorphines 1 et 2 sécrétées par l’hypophyse et l’hypothalamus et le précurseur des 
endomorphines sont encore à ce jour méconnus. L’endomorphine-1 (EM1) est largement 
distribuée dans le cerveau (Schreff et al., 1998; Martin-Schild et al., 1999) tandis que 
l’endomorphine-2 (EM2) est localisée majoritairement dans la moelle épinière zone importante 
de transmission nociceptive (Martin-Schild et al., 1999; Pierce and Wessendorf, 2000 ; Fichna et 
al., 2007). L’EM2 est largement impliquée dans les mécanismes anti-nociceptives médiés par la 
Dyn A au niveau de la moelle épinière et ayant une fonction autorégulatrice importante sur la 
libération de Dyn A (Bodnar, 2008).  
 
d) Famille des opio-mélanocortines 
Les opio-mélanocortines sont synthétisés à partir du gène de la POMC qui code pour un 
précurseur de 267 acides aminés qui donne, après clivage, une copie de β-endorphine (Bloom et 
al., 1979), une copie d’adrénocorticotropine (ACTH) et plusieurs peptides stimulants les 
mélanocytes α-MSH, β-MSH et γ- MSH. Le clivage de la protéine précurseur est réalisé par les 
PC1 et PC2 (Breslin et al., 1993; Johanning et al., 1996). 
 
2.10.2. Récepteurs opioïdes 
Les différences structurales entre les peptides opioïdes confèrent à ces molécules des affinités 
différentes pour les trois sous-types de récepteurs opioïdergiques µ ou « MOR » (morphine 
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opioïde receptor), δ ou « DOR » (delta opioïde receptor) (Evans et al., 1992; Kieffer and 
Gavériaux, 1992) et κ ou « KOR » (kappa opioïde receptor) (Snyder and Pasternak, 
2003)(Tableau 3). Un quatrième récepteur opioïde, ORL1 (opioïde receptor like 1), a aussi été 
recensé mais il n’est pas toujours considéré comme possédant une action opioïdergique 
(Mollereau et al., 1994; Meunier et al., 1995). La structure des peptides opioïdes leurs confèrent 
des affinités différentes vis-à-vis de ces récepteurs. Ainsi, les enképhalines (met-enképhaline et 
leu-enképhaline) montrent une affinité pour les récepteurs δ (Bagheri, 2015), les Dynorphines 
(Dyn-A, Dyn-B ainsi que leurs métabolites) montrent une affinité pour les récepteurs κ (Rezaï, 
2011) et les endorphines (EM2, EM1) manifestent une affinité préférentielle pour les récepteurs µ 
(Yu et al., 1999; Janecka et al., 2004). L’interaction des peptides opioïdes avec leurs récepteurs 
respectifs inhibent l’adenylate cyclase et donc le contenu intracellulaire d’AMP cyclique, inhibe 
l’ouverture de canaux calciques voltage dépendants réduisant ainsi la libération de 
neurotransmetteurs au niveau pré-synaptique (Le Bars, 2010; Maarrawi and Garcia-Larrea, 2014). 
De même, l’interaction ligand-récepteur permet aussi l’ouverture des canaux potassiques 
entrainant une hyper polarisation cellulaire au niveau post-synaptique (Beaulieu, 2013).  
 
Les récepteurs opioïdes appartiennent à la famille de récepteurs métabotropiques couplés aux 
protéines G, à 7 domaines transmembranaires (Mague and Blendy, 2010). Ces récepteurs sont 
abondants dans le cerveau, la corne dorsale de la moelle épinière (Zollner et Stein, 2007), la 
substance grise périaqueducale (PAG) et la médullo-rostro-ventrale (RVM) et au niveau des 
terminaisons périphériques des neurones afférents primaires (Stein et al., 2001). Les récepteurs 
opioïdes sont localisés à des endroits stratégiques pour effectuer un contrôle central et 
périphérique des voies de douleur. Ainsi, les opioïdes peuvent produire une analgésie par action à 
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trois niveaux différents de voies de la douleur : au niveau central, au niveau de la moelle épinière 
et en périphérie (Besson, 1999; Millan, 2002; Woolf, 2011). 
 
a) Mécanisme d’action central 
Au niveau du système nerveux central, les récepteurs opioïdes se retrouvent principalement au 
niveau de régions impliquées dans la transmission et la modulation du message nociceptif 
(Dickenson, 1995; Woolf, 2010). Un mécanisme majeur implique également l’activation des 
récepteurs opioïdes au niveau du mésencéphale, en particulier de la substance grise 
périaqueducale et des voies descendantes inhibitrices.  
 
b) Mécanisme d’action spinal 
Les récepteurs opioïdes sont trouvés en grande concentration au niveau de la corne dorsale de la 
moelle épinière. Plus spécifiquement, au niveau du ganglion rachidien et de la corne dorsale de la 
moelle épinière (Arvidsson et al., 1995). La présence de ces récepteurs permet la modulation de 
la douleur, l’inhibition de la transmission des impulsions nociceptives à travers la moelle épinière 
par un mécanisme d’action principalement pré-synaptique mais également post-synaptique 
(Besse et al., 1990). L’EM2 est largement impliquée dans les mécanismes anti-nociceptives 
médiés par la Dyn A au niveau de la moelle épinière (Draisci et al., 1991). Comme montre la 
figure 9, la libération de la Dyn A à partir d'interneurones descendants et son interaction 
subséquente avec le KOR au niveau pré-synaptique, favorisent la production et la libération de 
l’EM2. L’EM2 libérée stimulent préférentiellement le récepteur MOR au niveau pré-synaptique 
et post-synaptique, conduisant à l'inhibition de l’expression membranaire des récepteurs pro-
nociceptifs (ex., NK1, NMDA) et l’inhibition de neuropeptides pro-nociceptives (ex., SP, CRGP). 
Ainsi, l’EM-2 possède une fonction autorégulatrice importante sur la libération de la Dyn A et 
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sur l’excitabilité neuronal (Ohsawa et al., 2001; Sakurada et al., 2001; Mizoguchi et al., 2006; 




Figure 9. Représentation schématique du contrôle spinale de modulation de la douleur : 
Implication de la DynA et de l’EM-2. 
L’activation du système de modulation de la douleur induit une surexpression des récepteurs opioïdes au 
niveau pré et post synaptique, une augmentation de la libération de Dyn A à partir des neurones de la voie 
descendante. Par conséquent, l’interaction entre la Dyn A et son récepteur κ est augmentée favorisant la 
libération de l’EM2. Une fois libéré l’EM2 interagit avec son récepteur µ au niveau pré et post synaptique 
inhibant ainsi la libération des neuropeptides pro-inflammatoires (tels que la SP, le Glutamate,…) et 





c) Mécanisme d’action périphérique 
Les récepteurs opioïdes se trouvent sur les terminaisons périphériques des neurones afférents 
primaires. Les opioïdes peuvent ainsi inhiber la libération, dépendante du calcium, de composés 
pro-nociceptifs et pro-inflammatoires (comme la SP) à partir des terminaisons sensitives des 
neurones périphériques (Price, 2001). Ainsi, pendant le processus inflammatoire, une 
augmentation du transport axonal des récepteurs opioïdes et une expression à la hausse de ces 
mêmes récepteurs sont observées au niveau des terminaisons nerveuses périphériques des 
neurones afférentes primaires (Muthuraman et al., 2014). Par ailleurs, les ligands opioïdes 
endogènes sont présents au niveau des cellules immunitaires du tissu inflammatoire local (Walker 
2003; Nalini Sehgal et al., 2011). Dans des conditions de stress ou lors de la libération de 
cytokines, les peptides opioïdes endogènes peuvent être libérés localement et être analgésiques 
(Schäfer et al., 1994). Les récepteurs opioïdes situés sur les cellules immunitaires peuvent 
supprimer l’activité des lymphocytes et également inhiber la synthèse ou la libération de 
cytokines (Vallejo et al., 2004). Les récepteurs κ seraient plus particulièrement impliqués dans 
ces effets. Toutefois, les récepteurs δ sont impliqués de façon modeste dans la douleur aigue à ce 









Tableau 2. Tableau récapitulatif des différentes familles opioïdes, des précurseurs 
et des peptides de chaque famille ainsi que leurs structures et récepteurs respectifs 
	
Famille Gène Précurseur  Peptide opioïde Structure Récepteur 
Enképhaline PENK Pro-enképhaline  Met-enképhaline YGGFM  
δ Leu-enképhaline YGGFL 
       




Dynorphine A YGGFLRRIRPKLK 
WDNQ 
Dynorphine B YGGFLRRQFKVVT 
Leu-enképhaline YGGFL 
 Opiomélanocortine POMC Pro-
opiomélanocortine  








µ / δ 







EM1 YPWF  
µ EM2 YPFF 
 
 
Tableau 3. Tableau récapitulatif des différents récepteurs, leurs localisations, 







Affinité des peptides opioïdes endogènes 
Mu (µ) 





-Analgésie au niveau spinal et supra-spinal 
- Sédation 
-Propriétés euphorisantes 
-Propriétés dépressives respiratoires  






























Dynorphine˃˃β-endorphine et enképhaline 
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2.11. Douleur et stress  
Le stress et la douleur sont des systèmes d’alerte indispensables à la conservation de l’intégrité́ de 
l’individu. Ils permettent de réagir efficacement face à un danger réel ou potentiel. Tous les 
rythmes biologiques, métaboliques, endocriniens, cellulaires, veille-sommeil, sont modulés par 
des afférences extérieures. Le système nerveux autonome est un système effecteur réagissant à un 
ensemble d’information d’origine périphérique ou centrale. Il est responsable des fonctions 
automatiques de l'organisme (digestion, rythme cardiaque, transpiration, ect.) (Mathias, 1999). Il 
comprend deux systèmes : les systèmes nerveux sympathique et parasympathique. Ces deux 
systèmes contrôlent l'activité des organes internes. Leurs fibres communiquent avec les cellules 
des muscles lisses (présents dans la paroi de nombreux organes), du muscle cardiaque, des 
glandes et des cellules du système immunitaire. Le système sympathique répond au stress en 
préparant l'organisme à l'action. Alors que, le système parasympathique amène un ralentissement 
général des fonctions de l'organisme. Devant un stress important, le système nerveux 
sympathique orchestre la réponse dite de combat ou de fuite (« fight or flight ») (Beaulieu, 2005). 
Il dilate les bronches, accélère l'activité cardiaque et respiratoire, augmente la tension artérielle, 
dilate les pupilles et augmente la transpiration, diminue l'activité digestive. Ce système est 
associé à l'activité de deux neurotransmetteurs : la noradrénaline et l'adrénaline. 
L’association de signes sympathiques dysfonctionnels avec des situations de douleurs intense à 
été sujet de plusieurs recherche afin de comprendre le rôle du système nerveux sympathique dans 
la douleur.  
Plusieurs études ont mesuré le seuil nociceptif suite à un stress, à l’aide de stimulations 
nociceptives électriques (Ben-Tovim et al., 1981;  Adler and  Gattaz 1993); thermiques ( Hall and 
Stride, 1954; Otto et  al,,1989) ou mécaniques (Stengel et al., 1955; Miczek ,1991; Croissandeau 
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et al., 2006). Elles notent une diminution du seuil nociceptif, une réponse de stress aiguë est 
suffisante pour inhiber le système de douleur. De même, plusieurs études animales ont montré 
que les mécanismes de régulation de douleur par le stress implique une combinaison de 
catécholamines (Bodnar et al., 1983; Butler and Finn, 2009) et d’opioïdes endogènes (Willer and 
al., 1981; Akil et al., 1986) qui modulent la réponse nociceptive des neurones de la corne dorsale 
de la moelle épinière.  
 
Cependant en présence de douleur chronique ou de lésions nerveuses, l’interaction entre le stress 
et la douleur se traduit par une augmentation à la sensibilité douloureuse (Gatchel et al., 2007; 
Turk, 2002; Andre et al., 2003). A la suite de lésions nerveuses, le ganglion rachidien devient 
également un site de décharges spontanées ou d’interactions entre fibres myélinisées et non 
myélinisées, de remodelage induit par les NGF. Ainsi, des troubles anxieux, tels les états de stress 
post-traumatique, les attaques de panique, l’anxiété généralisée, coexistent avec une très forte 
prévalence avec certains types de douleurs chroniques (fibromyalgie, syndrome du colon irritable, 
etc.) (Farthing, 1995;	 Blomhoff, 2001). La douleur chronique représente une menace constante où 
l’incertitude et le manque de control face à la situation modifient le niveau d'activité́ métabolique 
de l’organisme afin de s'adapter à la situation. À long terme, la réponse de stress peut devenir 
inadaptée et induire une série de modifications physiopathologiques (McEwen, 1998b). Un tel 
état, qualifié de «charge allostatique», pourrait potentiellement contribuer au déclenchement, 




2.12. Génétique et epi-génétique de douleur 
Les organismes vivants ne sont pas tous égaux face à la douleur, la sensibilité nociceptive, les 
réponses anti nociceptives et anti-inflammatoires (Huskisson et al., 1976 ;  Scott et al, 1982 , 
Bellamy, 1985 , Day et al ., 1988 ; Walker et al., 1994 ). Certains sont plus prédisposés à 
développer des douleurs chroniques, du stress ou des dépressions tandis que d’autres semblent y 
être résistants.  
Les facteurs génétiques, environnementaux et épi-génétiques peuvent définir ces variabilités 
(Bateson, 1991, Crabbe et al., 1999). Pour mieux comprendre les mécanismes d'héritabilité, des 
modèles animaux sont utilisés dans l'étude des mécanismes héréditaires de douleur et d'analgésie. 
Les modèles animaux offrent un bon contrôle sur le génotype, l'histoire antérieure, 
l'environnement. Le choix judicieux du modèle animal peut maximiser le rendement des 
expériences et permet des comparaisons judicieuses des expériences. Il existe plusieurs méthodes 
et modèles animaux utilisés pour déterminer si un trait est héréditaire (Berge, 2011). L'élevage 
sélectif de souris est une méthode pour démontrer que les facteurs génétiques contribuent à un 
trait de douleur. Plusieurs exemples de sélection sélective de traits de douleur existent dans la 
littérature, y compris des programmes de douleur neuropathique, et une analgésie induite par le 
médicament et le stress (DeGrazia, and Rowan, 1991).  
De même, les facteurs environnementaux et épi-génétiques  peuvent avoir un impact significatif 
sur l’établissement d’un état douloureux (Tajerian  et al., 2013; Vachon et al., 2013 ; Bai et al., 
2015). Les modifications épi-génétiques sont l'interface entre l'environnement et la génétique, 
créant un mécanisme par lequel les expériences de vie (ex., douleur chronique, stress, anxiété, 
lésion nerveuse..) conduisent à des changements durables dans l'expression des gènes d’une 
manière dynamique et réversible. Les mécanismes de régulation épi-génétiques n’affectent pas la 
séquence de l’ADN. Ils comprennent les ARN non codants, la méthylation de l’ADN, et les 
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modifications post-traductionnelles  (Greiner, 2012). L’ensemble de ces modifications induit une 
répression ou une surexpression des gènes. Le contrôle de l’expression des gènes joue également 
un rôle prépondérant dans le développement et le maintient des douleurs chroniques. En effet, des 
variations du niveau d’expression de certaines protéines ou certains ARNm dans les systèmes 
nerveux central ou périphérique ont été mises en évidence dans différents modèles de douleurs 
neuropathiques ou inflammatoires.  
Étant donné que les facteurs environnementaux peuvent interagir avec les gènes, les expériences 
établies dans des laboratoires sont généralement supposées être « contrôlée », avec peu d'impact 
sur les résultats. Cependant, de nombreux facteurs varient entre les différents laboratoires 
(l'expérimentateur, la saison, l’humidité, la densité de la cage, le temps de la journée, le sexe et 
l'ordre des tests au sein de la cage) (Chesler et al., 2002). Pour cela, des chercheurs ont évaluer 
une approche de calcul pour identifier le taux de variabilité des réponses nociceptives (Chesler et 
al., 2002). Ils concluent que, bien que la génétique a un impact non négligeable (18%), les 
conditions environnementales s’avèrent d’une importance majeure (42%) et l’impacte de la 
génétique et de l’environnement unis est de 18 % (Chesler et al., 2002) 
Ainsi, l’ensemble des facteurs environnementaux et épi-génétiques peut avoir un impact 





Chapitre 3 : Tachykinines 
 
Les tachykinines sont une grande famille de neuropeptide découverte chez les amphibiens et les 
mammifères (Yankner, et al. 1990, Thibault, 2009). Elles comprennent une série de peptides 
structurellement apparentée caractérisée par une séquence carboxyle terminale commune : GLM-
NH2 qui est nécessaire pour l'activation des récepteurs NKR (Tableau 4). Les principales 
tachykinines de mammifères sont la SP (Studer et al., 1973), le NKA, le NKB et le NPY 
(Kangawa et al., 1983; Kimura et al., 1983) qui découlent essentiellement de deux gènes Tac. Les 
tachykinines interagissent avec trois types des récepteurs couplés à une protéine G le NK1, le 
NK2 et le NK3 (Saffroy et al., 1987). Cependant, il existe un phénomène de réactivité croisée dû 
à la séquence carboxyle terminale commune à tous les membres de la famille des tachykinines. 
Les tachykinines participent à de différents processus physiologiques dans le SNC (nociception) 
ainsi que périphérique (respiratoires, gastro-intestinaux, immunitaire, génito-urinaires, 
l'inflammation...) (Lecci and Maggi, 2003; Improta and Broccardo, 2006; Guo et al., 2014). De 
même, Ils contribuent à plusieurs pathologies, telles que les inflammations aigues et chroniques, 
la douleur, la fibrose et les troubles de l’humeur (Steinhoff et al., 2014). Les tachykinines sont 
reconnues par leur capacité de stimulation rapide par comparaison à la BK à action plus lente 
(Geppetti, 1993). Principalement trois gènes codent les tachykinines: Tac1, Tac3, et Tac4. Le 
gène Tac1 code pour la SP, la NKA, la NPK, et la NPγ. Le gène Tac3 ne code que pour la NKB 
(Tableau 4). Alors que le gène Tac4 code pour le HK-1, le EKA, le EKB, le CCE, et le EKD 




Tableau 4. Tableau récapitulatif des produits des gènes Tac1 et Tac2 ainsi que leur 
séquences (Steinhoff et al., 2014) 
    
 
Gène Produits du gène Séquence 
      




      
Tac2 NKB DMHDFFVGLM-NH2 
      
    La séquence C-terminale commune est présentée en rouge 
 
3. 1. Tachykinines : peptides et gènes 
3.1.1. Le gène Tac1 
Le gène Tac1 code pour trois types d’ARNm selon l’épissage alternatif : ARNm α-Tac1, β-Tac1, 
et ϒ-Tac1. L’ARNm α-Tac1 et δ-Tac1 codent uniquement pour la SP. À la différence, l’ARNm β-
Tac1 code à la fois pour la SP, la NKA et la NPK. Également, l’ARNm ϒ-Tac1 code pour la SP, 
la NKA et la NPϒ (Figure 10). Dans le SNC, le niveau d’ARNm α- Tac1 est de deux à trois fois 
plus élevé que l’ARNm β-Tac1, tandis que dans les tissus périphériques cette relation est inversée 
et le niveau de l’ARNm β-Tac1 est de 7 à 100 fois plus élevé que α- Tac1 (Shimizu et al., 2008) 
 
Figure 10. Shéma de la structure du gène Tac1 et épissage alternatif de l'ARNm (Modifiée de 
Shimizu et al., 2008). 
Les peptides produits après clivage des pré-pro-tachykinines correspondantes sont indiqués par les barres 
noires horizontales situées au-dessous des structures d'ARNm. 
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3.1.1.1. Substance P 
La substance P (SP), un peptide de 11 AA : RPKPQQFFGLM(NH2) qui peut provenir de la 
traduction des quatre types d’ARNm (α, β, ϒ, δ) codées par le gène Tac1. La SP agit 
principalement (mais non exclusivement) par l'intermédiaire du récepteur NK1 (Burrell, 2017). 
Ainsi, la SP peut interagir avec moins d’affinité avec le NK2 et le NK3 (Tableau 5) vu la 
séquence carboxylique terminale provoquant une réactivité croisée (Maggi, 1997). La SP est 
omniprésente dans les systèmes nerveux central et périphérique de mammifères (Tableau 6). 
Ainsi, elle participe à de différents processus physiologiques au niveau central tel que la 
transmission de la douleur au niveau de la corne dorsale de la moelle épinière. De même, la SP 
est associée à la régulation des troubles de l'humeur, de l'anxiété, de la dépression (Geracioti et al., 
2006), de l’asthme (Ramalho et al., 2013), du syndrome d’irritation du côlon, du rythme 
respiratoire, des nausées et de la douleur (Joos et al., 2000). 
 
La SP agit aussi au niveau périphérique par un phénomène nommé réflexe d'axone. En effet, suite 
à une lésion périphérique la SP est libérée au niveau du site de lésion où elle provoque une forte 
vasodilatation induisant la libération de différentes substances (BK, histamine, sérotonine…) et la 
dégranulation des mastocytes. Ainsi, la SP est reconnue comme un pro-inflammatoire puissant 
(Chakraborty et al., 2011) favorisant la libération (i) des cytokines pro-inflammatoires, tel que 
l'interleukine IL-6 et IL-8 (Serra et al., 1994), (ii) de facteur de nécrose (TNF-α) (Ansel et al., 
1993; Cocchiara et al., 1999), (iii) l'expression et la production de la cyclo-oxygénase-2 et de la 
prostaglandine (PGE2). Cinquante pour cent de la SP sont localisés au niveau des fibres C et 




Tableau 5. Affinité entre les récepteurs NK1, NK2 et NK3 et les peptides SP, NKA 
et NKB 
	









NK2 + +++ ++ 
NK3 + ++ +++ 
        
        
 
3.1.1.2. Neurokinine A 
La neurokinine A (NKA) est un peptide de 10 AA : HKTDSFVGLM(NH2) qui provient 
principalement de la traduction de l’ARNm β Tac1 et en second lieu de l’ARNm ϒ Tac1 (Klassert 
et al., 2010). Le NKA a une séquence C-terminale commune avec le NPK. La NKA est 
omniprésente dans les systèmes nerveux central (Calvino, 1998) et périphérique de mammifères 
(Schierhorn et al., 2002; Pennefather et al., 2004) (Tableau 7), et semble être impliquée dans les 
réactions de la douleur et les réactions inflammatoires (Otsuka and Yoshioka, 1993). La NKA 
agit principalement par l'intermédiaire du récepteur NK2 mais peut se lier également à NK1 avec 
moins d’affinité (Tableau 4). 
 
3.1.1.3. NPK 
Le NPK est un peptide de 36 acides aminés (Tableau 4), provient uniquement de la traduction de 
l’ARNm codées par le β-Tac1 (Karlsson, 2004). La séquence du NPK inclus celle du NKA 
pouvant ainsi être le précurseur de NKA. Le NPK a été d’abord isolé dans des cerveaux porcins 
(Tatemoto et al., 1985), et semble être distribué différemment dans le SNC du rat (Arai and 
Emson., 1986 ; Valentino et al., 1986). Le NPK est aussi un peptide biologiquement actif, il 
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stimule la contraction de la vésicule biliaire, l'extravasation du plasma et possède un effet sur la 
bronchoconstriction et sur la pression artérielle systémique (Tatemoto et al., 1985; Arai and 
Emson, 1986; Valentino et al., 1986). Le NPK exprimé par les fibres C nociceptives agit sur le 
récepteur NK1, mais avec moins d’affinité que celle pour la SP (Takeda and Krause, 1989), ainsi 
qu’une activité biologique différente de celle de la SP ou du NKA (Martling et al., 1987). 
 
3.1.2. Le gène Tac3 
Le gène Tac3 code pour 2 types d’ARNm α et β mais les deux donnent naissance à une seule 
tachykinine qui est le neuromédine K (NKB) (Kotani et al., 1986; Krause et al., 1987; Page et al., 
2000) (Figure 11). Ces ARNm sont localisés dans l’hypothalamus et les intestins de mammifère 








Figure 11. Schéma de la structure du gène Tac3 et épissage de l'ARNm (Shimizu et al., 2008). 
Les peptides produits sont indiqués par les barres en noire horizontales au-dessous des structures d'ARNm. 
 
3.1.2.1. NKB 
La NKB est un peptide de 10 acides aminés (Tableau 4), localisée au niveau du SNC (Kangawa 
et al., 1983; Moussaoui et al., 1992; Goubillon et al., 2000; Patacchini et al., 2000). Le NKB est 
aussi un peptide biologiquement actif impliquée dans la régulation endocrinienne de la 
reproduction tel que la libération de gonadotrophines (GnRH) chez les mammifères (Topaloglu et 
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al., 2009). Le NKB agit sur les récepteurs NK1, NK2 et NK3, avec plus d’affinité vis-à-vis du 
NK3. Ainsi, il transmet l’information au niveau des SNC et SNP en induisant l’expression du 
gène c-fos (Spitznagel et al., 2001). 
 
3.2. Biosynthèse des tachykinines 
La biosynthèse des tachykinines se fait par le système ribosomal, où le gène Tac1 code pour trois 
ARNm qui sont α, β, ϒ. Ces trois ARNm traduites donnent une protéine non active nommée pré-
pro-tachykinines. Cette protéine précurseur nécessite des clivages enzymatiques pour donner les 
peptides actifs (Douglas and Leeman, 2011). Ainsi, l’α-pré-pro-tachykinines et la δ-pré-pro-
tachykinines donneront uniquement la SP, tandis que le β pré-pro-tachykinines donnera la SP, la 
NKA et la NPK. Cependant, le ϒ pré-pro-tachykinines code pour la SP, la NKA et la NPϒ 
(Figure 10). Le gène Tac3 code pour 2 types d’ARNm α et β. Ces deux ARNm seront traduites en 
α pré-pro-tachykinines et β pré-pro-tachykinines. Ces pré-pro-tachykinines clivées donnent une 
seule tachykinine c’est le neuromédine K (NKB) (Figure 11). 
 
3.3. Stockage 
Dès la traduction des ARNm des gènes Tac1 et Tac3, les pré-pro-tachykinines sont stockés dans 
des vésicules synaptiques. Ces vésicules contiennent un ensemble de protéases avec les pré-pro-
tachykinines inactifs (Severini et al., 2002; Hook et al., 2008). Ainsi, au cours du transport 
axonale, ces tachykinines subissent une maturation enzymatique. En conséquence, les 
tachykinines produites dans le corps cellulaire du neurone initialement inactif, sont transportées 
sous forme de vésicules vers les terminaisons axonales pour être ensuite libérées sous leurs 
formes actives (Hook et al., 2008) (Figure 12). 
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Figure 12. Schéma récapitulant la voie de synthèse des tachykinines ainsi que leur transport 
axonal (Modifiée de Hook et al., 2008). 
 
 
3.4. Maturation et clivage enzymatique 
Les pré-pro-tachykinines subissent des clivages enzymatiques pour devenir actives. Ces protéases 
peuvent être des endo-protéases telle que la cathepsine L appartenant à la famille des cystéine-
protéases. De même, les PCs appartenant à la famille de subtilisine-like calcium-dépendante 
(PC1 et PC2) peuvent être d’une importance majeure dans le processus de maturation des 
tachykinins (Figure 13). La cathepsine L clive préférentiellement du côté N-terminal au niveau 
des sites dibasiques tandis que PC1 et PC2 clivent préférentiellement du côté C-terminal au 
niveau d’une séquence d’AA mono ou dibasique KR, RR, et RK (Chrétien and Mbikay, 2016) 
mais pas lorsqu’ils sont suivis d’une proline (Cromlish et al., 1985; Friedrichs et al., 2003; 
Yasothornsrikul et al., 2003). L’action de la cathepsine L et des PCs, conduit à des intermédiaires 
















résidus basiques sont éliminés par des exopeptidases tel que l’Arg/Lys amino-peptidases qui clive 
du coté N-terminal et la carboxypeptidase E qui est relativement abondante au niveau du SNC et 
qui clive du coté C-terminal des proneuropeptides (Figure 14). 
 
3.5. Libération 
Les vésicules à cœur dense et à cœur clair contenant les tachykinines migrent en permanence du 
corps cellulaire du neurone vers les terminaisons nerveuses centrales et périphériques où elles 
vont fusionner avec la membrane synaptique et libérer leur contenu dans la fente synaptique. 
Ainsi, ils vont rencontrer leurs récepteurs respectifs au niveau de la membrane post synaptique.  
Mais, suite à une stimulation intense le flux massif de Ca2+ augmente la vitesse de migration de 




Figure 13. Implication probable de PC1 et PC2 dans la maturation des tachykinines. 
La séquence primaire de la protéine précurseure de tachykinines (pro-tachykinine 1) montre divers sites 
mono et dibasique. Vu que PC1 et PC2 clivent préférentiellement du côté C-terminal au niveau d’une 
séquence d’acide aminée mono ou dibasique (KR), (RR), et (RK) (Chrétien and Mbikay, 2016) mais pas 
lorsqu’ils sont suivis d’une proline (Cromlish et al., 1985; Friedrichs et al., 2003; Yasothornsrikul et al., 
2003). Ainsi, PC1 et PC2 peuvent cliver la pro-tachykinine 1 et générer des intermédiaires peptidiques 
avec des extensions de résidus dibasiques. Ces résidus basiques sont éliminés par des exopeptidases telle 














Figure 14. Représentation des sites de clivage enzymatique des proneuropeptides par la voie de 
cysteines proteases et de la subtilisine like protease  (Hook et al., 2008). 
Présentation de la voie de la cystéine protéase : (1) la cathepsine L clive au niveau du site mono ou 
dibasique (K, R) du coté N-terminal suivie de l’action de l’amino-peptidase afin d’éliminer les résidus 
basiques du coté N-terminal (2) la voie de la subtilisine-like qui clive les pro-neuropeptides au niveau de 
site mono ou dibasique (K, R) du coté C-terminal suivie de l’action de la carboxypeptidase afin d’éliminer 




Dès leur libération, les tachykinines peuvent être attaquées, clivées, et inactivées par de 
nombreuses enzymes qui agissent à différente intensité selon les membres de la famille des 
tachykinines. Le plus vulnérable aux clivages enzymatiques est la SP (Mitchell et al., 2013). 
Dans la voie de dégradation métabolique de la SP plusieurs enzymes semblent avoir un rôle 
essentiel tels que le dipeptidyl-amino peptidase (Snijdelaar et al., 2000 ; Grouzmann et al., 2002), 
le post-proline endo-peptidase (Blumberg et al., 1980), la cathepsine D, l’enzyme de conversion 
de l'angiotensine (ACE), une endo-peptidase neutre 24.11 (NEP) (Nadel, 1991), et une enzyme 
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plusieurs types de fragment N-terminaux et C-terminaux (Mitchell et al., 2013). Il est connu que 
les fragments C-terminaux de la SP jouent un rôle important dans l'effet pro-nociceptif favorisant 
la libération des acides aminés excitateurs (Skilling et al., 1990; Pailleux et al., 2013), c’est le cas 
des fragments C-terminaux SP3-11, SP5-11 et SP8-11. Les fragments C-terminaux de la SP ont des 
affinités de liaisons distinctes avec le récepteur NK1 (Vasiliou et al., 2007; Mistrova et al., 2016). 
Tandis que les fragments N-terminaux perdent leurs affinités vis-à-vis de NK1 causant une perte 
de leur rôle nociceptif, c’est le cas du fragment N-terminal SP1-7 produit du clivage de la SP au 
niveau du F7-F8 par des metallopeptidases et des endopeptidase neutre 24-11 (Hall et al., 1989). 
La SP1-7 a des activités anti-nociceptives démontrées suite au test plaque chaude (hot-plate-test). 
Tout de même, la NKA est clivée par divers peptidases générant divers fragments N et C 
terminaux. Il est connu que l’ACE et l’endopeptidase neutre 24.11 clivent la NKA pour donner la 
NKA4-10. Il a été démontré que le clivage de NKA en NKA4-11 se produit surtout en périphérie, 
ainsi le NKA4-11 est d’une importance majeure au niveau de l’inflammation neurogénique (Henry, 
2004; Couture et al., 2012). 
Il a été prouvé que les fragments C-terminaux de la SP, de la NKA et de la NKB gardent leurs 
affinités vis-à-vis des récepteurs NK1, NK2 et NK3. Mais, les fragments N-terminaux 
n’interagissent pas avec les NKR. Ceci suggère que la partie C-terminale est essentielle pour 
l’action des tachykinines sur les récepteurs NK1, NK2 et NK3. Ainsi, la concentration des 
métabolites C-terminaux des tachykinines affectera de façon inhérente les mécanismes de 
transmission de la douleur, y compris les actions pro-nociceptives et anti-nociceptives (Pailleux 
et al., 2013). Par conséquent, la protéolyse des tachykinines est d’une importance majeure lors du 




Tableau 6. Tableau récapitulatif des enzymes clivants la SP en relation avec la 
stabilité métabolique (Karlsson, 2004) 
	
Enzyme Site de clivage Réference 
Angiotensine converting enzyme Gly-Leu Skidgel et al., 1987 
Lantz et al., 1991 
Dipeptidyl peptidase Pro-X Demuth et al., 1993 
X-Arg/ X-Lys Yaron and Naider, 1993 
  Watanabe et al., 1993 
Endopeptidase neutre 24.11 Phe-Phe Matsas et al. 1983 
Presson et al., 1995 
SP endopeptidase (SPE) Phe-Phe Nyberg et al., 1984 
Phe-Gly Persson et al., 1995 
  Karlsson et al., 1997 
      
	
	
3.7. Récepteurs des tachykinines 
Les tachykinines interagissent avec trois types des récepteurs couplés à une protéine G, NK1, 
NK2 et NK3 (Saffroy et al., 1987; Grady et al., 1996, Nakanishi et al., 2013). Mais, un 
phénomène de réactivité croisée se présente qui est dû à la séquence carboxyle terminale 
commune à tous les membres de la famille des tachykinines (Pennefather et al., 2004). Ainsi, la 
SP possède une affinité maximale avec le NK1, la NKA a une affinité maximale avec le NK2 et 
le NKB avec le NK3 (Tableau 4). 
 
3.7.1. Structure des récepteurs des tachykinines 
Les NKR appartiennent à la famille des récepteurs couplés à une protéine G. Ce sont des 
récepteurs à 7 domaines transmembranaires hydrophobiques couplés à une protéine G-GTP 
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(Figure 15). Cette structure permet la détection des molécules à l’extérieur de la cellule et le 
déclanchement d’une cascade de réaction intracellulaire provoquant la signalisation cellulaire 
(Steinhoff et al., 2014). 
 
Figure 15. Représentation de la structure des récepteurs couplés à une protéine G (Cas de NKR). 
Les récepteurs couplés à une protéine G présentent une structure commune à sept hélices alpha 
transmembranaires : L'extrémité N-terminale de la protéine est extracellulaire. L'extrémité C-terminale est 
intracellulaire. On peut observer 3 boucles extracellulaires (E1, E2 et E3) et 3 boucles intracellulaires (I1, I2 
et I3). Ces protéines peuvent être sujettes à des modifications post-traductionnelles, de type N-
glycosylation, acylation formant parfois une pseudo-quatrième boucle intracellulaire (I4), L’activation d'un 
récepteur couplé aux protéines-G, par son ligand, entraine un remaniement de la structure du récepteur, 
qui devient capable d'activer des protéines-G intracellulaires. Ces protéines-G activent à leur tour toute 
une série d'effecteurs intracellulaires (enzymes, canaux ioniques, transporteurs...), membranaires ou bien 
cytosoliques. Ces effecteurs permettent la plupart du temps, la modulation de la concentration 
intracellulaires de messagers secondaires (second messagers) tels l'AMPc, l'IP3, le calcium, les diacyl-
glycérols ou DAG...) 
 
3.7.2. Distribution 
Les résultats d’autoradiographie visant les récepteurs des tachykinines montrent que les sites de 
liaison des tachykinines sont principalement situés sur la membrane post-synaptique des neurones 
spinaux (Helke et al., 1986; Dubois, 2010). Les récepteurs NK1 sont présents dans le SNC et 
périphérique, tandis que les récepteurs NK2 sont localisés au niveau du SNP. Les récepteurs NK3 










sont présents à la fois au niveau du SNC et du SNP mais à un niveau plus élevé au niveau du 
SNC (Tableau 7). Il semble qu’il existe une bonne corrélation entre la localisation du récepteur et 
son ligand respectif dans certaine région et non dans d’autre c’est le cas du NKA qui est 
considérablement présent dans le SNC tandis que ses récepteurs NK2 n’y sont pas présents. 
 
3.8. Signalisation 
 Au repos la protéine G couplée au récepteur NKR est constituée de 3 sous unités protéiques (α, β 
et γ). L’interaction du ligand (SP, NKA, NKB) à son récepteur NKR (NK1, NK2, NK3) produit 
un changement de conformation de la protéine G (Sauliere, 2007). Ce changement de 
conformation correspond à une activation qui consiste en une hydrolyse du GDP en GTP. Une 
fois la protéine G est activée la sous unité α se dissocie de la protéine G tandis que les sous unités 
β et γ demeurent associées (Lopez and Salomé, 2009). La sous unité α s’associe au GTP 
provoquant une cascade de réaction intracellulaire telle que l’activation de la phospholipase C 
(PLC) considérée comme le premier effecteur intracellulaire. La PLC activée induit la 
dégradation du phosphoinositol (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG) 
(McNamee et al., 1993). L’IP3 mobilise les réserves intracellulaires de Ca2+, tandis que le DAG 
active les protéines kinase C (PKC) contribuant à l’ouverture des canaux Ca2+. Ainsi, se produit 
une signalisation intracellulaire via la création d’un second messager (Figure 16) (Khawaja et al., 
1996; Steinhoff et al., 2014). 
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Tableau 7. Distribution des tachykinines (SP, NKA, NKB) ainsi que leurs récepteurs (NK1, NK2, NK3) chez le rat 
(Modifié de Otsuka et al., 1993) 
                
  Tachykinines pmol/g   Récepteurs 
Régions SP NKA NKB   NK1 NK2 NK3 
Cortex*  7 4 2,9   - - ++++ 
Striatum 312,2 26,2 1,2   ++++ - - 
                
Aire tegmentale ventrale 115,4 68,9 17,2   - - + 
Noyau accumbens  122,9 70,4     +++ - - 
Hippocampe 4,1 3 1,1   ++ - + 
Hypothalamus 201,4 171,3 31,4   + - - 
Habenula 406 240,2     ++ - + 
Noyau interpédonculaire 474,6 168,3     ++ - ++ 
Cervelet 4,7 1,6 1,6   ++ - - 
Noyau solitaire 459 389,2 21,7   +++ - ++++ 
Noyaux de raphé 275 83     + - - 
Bulbe rachidien 226,4 71,1 7,2   ++ - - 
Corde Spinal                
    Corne dorsal  503,7 65,9 9,1   ++ - ++++ 
    Noyau intermédiolatéral 121,6 126 31,6   ++++ - - 
    Corne ventrale 117,4 16,1 2   ++ - - 
                
  + : Présence ; - : Absence 







Figure 16. Schéma montrant la cascade de signalisation intracellulaire par un récepteur 
couplé à une protéine G (NKR) suite à leur interaction avec leurs ligands (tachykinines). 
L’interaction du ligand (SP, NKA, NKB) à son récepteur NKR (NK1, NK2, NK3) active la protéine G 
associée au récepteur. Une fois la protéine G est activée, la sous unité α se dissocie de la protéine G et 
s’associe au GTP provoquant des cascades de réaction intracellulaire d’ou l’activation de PLC 
considérée comme le premier effecteur intracellulaire conduisant à la dégradation du PIP2 en IP3 et en 
DAG. L’IP3 mobilise ainsi les réserves intracellulaires de Ca2+, tandis que le DAG active les PKC 
contribuant à l’ouverture des canaux Ca2+, de même le PKC active des facteurs cellulaires comme les 
proteine (MAPKs), les kinases des signaux extracellulaires (ERK1/2) et les facteurs de transcription 
(c-fos), l’ensemble de ces facteurs agit au niveau de régulation de gène augmentant l’expression 
membranaire des récepteurs NKR, à l’inverse l’activation du système de modulation de la douleur 
inhibe l’ensemble de ces facteurs. 
 
 
3.9.  Souris Tac1 Knockout 
D’une maniéré générale, les souris "Knock Out" (KO) sont des souris chez lesquelles le gène 



























c'est à dire que l'ADN d'une cellule souche embryonnaire a été modifié et que le gène d'intérêt 
a été excisé (Babinet and Cohen-Tannoudji, 2000). Particulièrement, chez les souris Tac1 KO 
le gène Tac1 codant pour les tachykinines : SP, NKA a été excisé du génome. Les cellules 
souches sont ensuite réintroduites dans l’embryon de souris et si elles se localisent au niveau 
de la lignée germinale (phénomène aléatoire), pourraient donner naissance à un individu 
portant la délétion (au niveau de la 2ème génération) (Blesson, 2002). Par conséquent, ces 
souris ne possèdent pas les produits du gène Tac1 (Cao et al., 1998; Zimmer et al., 1998) 
 
3.9.1. Phénotypes des souris Tac1 KO 
Les souris Tac1 KO ont montré moins de douleur nociceptive (Zimmer et al., 1998), et une 
augmentation du seuil de douleur suite au test de la plaque chaude (Hot-plate-test) (Cao et al., 
1998; Lin et al., 2012) (Figure 17). De même, les souris Tac1 KO ont montré une diminution 
de la sensibilité chimique vis-à-vis de la capsaïcine (Simons et al., 2001) et de la formaline, 
avec une absence d’inflammation neurogénique. Également, le test « tail flick assay » effectué 
sur des souris mutantes suite à leurs stimulations par l'acide acétique montre les mêmes 
mouvements des queues que ceux des phénotypes sauvages WT (Zimmer et al., 1998) (Figure 
 17). Les souris Tac1 KO ont montré aussi moins d’anxiété et de dépression que les souris de 




Figure 17. Réponse aux stimuli nociceptifs chez les souris Tac1 KO / WT (Extrait de Cao et 
al., 1998) 
(A) test de la plaque chaude à 55,5°C les souris mutantes homozygotes (barres noires) ont montré 
une réponse à la douleur diminuée par rapport au type sauvage (barres blanches). (B) suite à des 
stimuli thermiques nocifs (8,0 volts), les souris mutantes ont montré que la réponse à la douleur a 
diminué. (C) suite à un stimulus mécanique le seuil de retrait des souris de type sauvage et les souris 
mutantes sont diffèrents. (D) la réponse à la douleur des souris mutantes est retardée de façon 
significative par rapport au souris sauvage WT. (A’) Test tail flick suite à l’injection de la 
capsaïcine (4,5 mg, n=8) la durée de lécher du queux est considérablement réduite chez les souris 
Tac1KO (barres noires) par rapport au type sauvage (barres blanches) et les souris hétérozygotes 
(barre grise); les deux derniers groupes ne sont pas différents. (B’) Test tail flick suite à l’injection 
de formaline la durée de lécher des queux varie considérablement entre les souris Tac1 KO (barres 
noires) comparées par rapport au type sauvage (barres blanches) et ceci à partir d’une concentration en 
formaline de 1,2%. (C’) et (D’) La réponse à la douleur viscérale (abdominale étirage) produite par 
injection de l'acide acétique dilué ou de MgSO4 par voie intrapéritonéale. 
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Chapitre 4 : Proproteines convertases 
 
En protéomique, les peptidases présentent la plus grande classe des enzymes au niveau post-
traductionnel. On estime que 2% des gènes codent pour 687 peptidases ou des transcrits 
homologues du type peptidase qui se traduisent par environ 550 enzymes actives (Puente et 
al., 2005). Le protéome représente la bibliothèque potentielle de substrat pour ces enzymes, et 
toutes les protéines sont protéolytiquement modifiées, soit par une protéolyse limitée ou par 
une dégradation finale. Découvrir le substrat et la spécificité de ces peptidases sont essentiels 
pour comprendre leur rôles physiologiques (Puente et al., 2005; Quesada et al., 2009; Adams 
et al., 2011; Zhang et al., 2015; Wang et al., 2015; Carniglia et al., 2017). Beaucoup de 
neuropeptides sont synthétisés sous forme de protéines précurseurs inactives, qui subissent 
une cascade enzymatique de transformation et de modification post-traductionnelle au cours 
de leur transport intracellulaire avant l’obtention de produits bioactifs finaux qui sont sécrétés 
pour agir au niveau des récepteurs pré et post-synaptiques (Kitamura et al., 2012; Steinhoff et 
al., 2014; Mashaghi et al., 2016). Le traitement protéolytique sur les sites dibasiques ou 
monobasiques de proneuropeptides se produit principalement dans les vésicules de sécrétion 
(Docherty and Steiner, 1982; Crochet et al., 2004; Rholam and Fahy, 2009). Ces protéases 
peuvent être des endoprotéases telle que la cathepsine L appartenant à la famille des cystéine-
protéases ou des proproteines convertases (PCs) appartenant à la famille de subtilisine-like 
calcium-dépendante (Hagemann et al., 2004). La cathepsine L clive préférentiellement du 
côté N-terminal au niveau des sites dibasiques tandis que les PCs clivent préférentiellement 
du côté C-terminal au niveau d’une séquence d’AA mono ou dibasique KR, RR et RK mais 
pas lorsqu’ils sont suivis d’une proline (Hook et al., 2008; Zeeuwen et al., 2009). L’action de 
la cathepsine L et des PCs, conduit à des intermédiaires peptidiques avec des extensions de 
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résidus dibasiques à leurs extrémités N et C terminales. Ces résidus basiques sont éliminés par 
des exopeptidases telle que l’Arg/Lys amino-peptidases qui clive du coté N-terminale et la 
carboxypeptidase E qui est relativement abondante au niveau du SNC et qui clive du coté C-
terminale des pro-neuropeptides (Yasothornsrikul et al., 2003; Hook et al., 2009).  
 
L’ensemble de ces clivages protéolytiques sont indispensables à la formation de 
neuropeptides biologiquement actifs et fonctionnels. Ainsi, la régulation de l'expression des 
neuropeptides par des enzymes impliquées dans le traitement de pro-neuropeptides est d’une 
importance majeure. Dans ce rapport de thèse une famille particulière de protéases sera 
détaillée, ce sont les serines protases regroupées sous le nom de convertases ou pro-protéines 
convertases (PCs). 
 
4.1. Caractéristiques structurales et enzymatiques des convertases 
Les pro-protéines convertases appartiennent à la superfamille des endoprotéases 
(Marcinkiewicz et al., 1993; Siezen and Leunissen, 1997). Par homologie de séquence entre 
les domaines catalytiques des PCs et d’après leur spécificité de clivage, les PCs sont réparties 
en six grandes sous familles (Siezen and Leunissen, 1997) (Figure 18). Les sous familles de 
PCs sont : (I) les subtilisines, initialement identifiées chez les microorganismes, (II) les 
kexines identifiées chez les eucaryotes, (III) les thermitases, (IV) les protéases K, (V) les 
peptidases lantibiotiques et (VI) les pyrolysines (Figure 18). Neuf PCs ont été caractérisées 
chez les mammifères supérieurs, qui sont PC1/3, PC2, furin, PC4, PC5/6, PACE4, PC7, SKI-
1/S1P and PCSK9 (Seidah and Prat, 2007; Seidah, 2013). La PC1/3, la PC2 et la PC4 qui 
s’apparentent à la sous-famille des subtilisines. Cependant, la Furine/PACE (paired amino-
acid converting enzyme), la PACE4, la PC5 et la PC7 s’apparentent au sous-groupe des 
kéxines.  
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La PC1/3, la PC2, la furine, la PC4, la PC5/6, la PACE4 et la PC7 clivent leurs substrats au 
niveau des motifs mono ou dibasiques en C-terminale (Scamuffa et al., 2006; Seidah et al., 
1999) (Figure 19). Tandis que d’autres PCs telles que la subtilisin kexin isozyme-1 (SKI-
1/S1P) et la protéine convertase d'apoptose neuronale régulée (NARC-1) clivent leurs 
substrats au niveau de résidus non basiques (Pasquato et al., 2006). Ainsi, la SKI-1/S1P, clive 
au niveau de résidus hydrophobes variables (G, A, V, L, I, P) et rejoint la famille des 
pyrolysines (Seidah et al., 1999; Pullikotil et al., 2004) et la NARC1 se rapproche de la sous 
famille des protéases K et clive les précurseurs après une leucine ou une méthionine 




Figure 18. Classification des convertases basée sur l’homologie de séquence de leur domaine 


































Figure 19. Sites de clivage enzymatique des PCs (Inspirée de Elbitar et al, 2016; Seidah et al., 
2017). 
PC1/3, PC2, la furine, la PC4, la PC5/6, la PACE4 et la PC7 clivent leur substrat au niveau des motifs 
mono- ou dibasiques en C-terminal. SKI-1/S1P et NARC-1 clivent leurs substrats au niveau de résidus 
non basiques : la SKI-1/S1P, clive son substrat au niveau de résidus hydrophobes variables (G, A, V, 
L, I, P) et NARC1 clive son substrat après une leucine (L) ou une méthionine (M) 
 
 
 La furine, la PC7, la PC5/6B, et la SKI-1 sont des protéases membranaires, tandis que les 
autres membres sont soit emballés dans des vésicules à cœur denses telles que la PC1/3, la 
PC2, et la PC5/6A soit constitutivement sécrétés dans le milieu extracellulaire telles que la 
PC4, la PC5/6A, la PACE4 et la PCSK9 (Seidah et al., 2006; Dubuc, 2010).  
 
Bien que les PCs aient des spécificités de clivage, elles disposent toutes d’une structure 
similaire (Figure 20) (Zhou et al., 1999). Après une séquence signal, de 24 à 62 résidus, les 
PCs présentent un domaine pro-peptidique composé de 80 à 104 résidus 
(http://merops.sanger.ac.uk). Le domaine catalytique qui suit le pro-peptide est d’environ 330 












résidus qui forment la triade catalytique indispensable à l’activité biologique endoprotéasique 
des PCs (Duckert et al., 2004). On trouve ainsi les résidus d’arginine et d’histidine en position 
N-terminale du domaine ainsi qu’une sérine à l’extrémité C-terminale. Après repliement 
correct et activation des PCs, ces résidus se trouvent à proximité les uns des autres dans le site 
catalytique actif. A la suite de cette région amino-terminale très fortement conservée (30 et 
70% d’homologie) (Seidah et al., 1999), les PCs présentent une région variable spécifique du 
sous-groupe de PCs auquel elles appartiennent. Un domaine plus ou moins long, nommé P-
domaine, possédant des séquences riches en Cys ou en Ser/Thr impliqué dans le trafic 
intracellulaire des PCs. Certaines PCs portent à la suite de cette région un domaine 







Figure 20. Représentation schématique des motifs structuraux des proprotéines convertases 
de mammifères (Extrait de Creemers and Khatib, 2007). 
 
 
4.2. Localisation cellulaire et tissulaire 
Le suivi de l’expression des PCs au niveau de différents tissus et organes (Tableau 8) montre 
que la furine, la PC7, la SKI-1 et la NARC-1 sont largement exprimées dans une variété de 
tissu (Seidah et al., 1996, 1999, 2003). Ainsi, la furine (Day et al., 1993) et la SKI-1 (Hendy 
et al., 1995) sont exprimées dans les tissus endocriniens comme l’hypophyse et la thyroïde. 
Elles clivent généralement leurs substrats au niveau du réseau Trans-golgien (TGN), dans les 
vésicules de sécrétion ou à la surface cellulaire. En ce qui concerne la SKI-1, son activité peut 

















Domaine riche en Cysteine
Peptide signal Domaine P
Pro-segment Domaine Catalytique
Domaine Transmembranaire Domaine Ser/Thr
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cellules endocriniennes et non endocriniennes, au niveau du réseau trans-golgien (TGN). A la 
différence, l’expression de PC1/PC3, PC2 et PC4 est beaucoup plus restreinte. Ainsi, 
l’expression PC4 est limitée aux cellules germinales (Raffin-Sanson et al., 1997; Tadros et al., 
2001; Seidah, 2011a). Quant à PC1 et PC2, elles sont exprimées uniquement au niveau des 
cellules neuro-endocriniennes, notamment du système nerveux central: le cortex cérébral 
(Schâfer et al., 1993; Winsky‐Sommerer et al., 2000; Duhamel et al., 2016), la moelle épinière 
et l’hypophyse (Day et al.,  1995; Seidah et al., 1999, Hajebrahimi et al., 2008), ainsi qu’au 
niveau de la thyroïde (Kurabuchi et al., 2002; Shen et al.,  2004; Hoshino and Lindberg, 2012) 
et de la médullosurrénale (Azaryan et al., 1995, Hook et al., 2008). Ces zones sont 
caractérisées par l’expression relativement élevée de carboxypeptidase E (CPE) et de la 
peptidylglycine (PAM) (Husson et al., 2014). Ainsi, et en collaborant avec ces enzymes, PC1 
et PC2 responsables du clivage de nombreux proneuropeptides sont exprimées au niveau de la 
voie de sécrétion régulée au sein des vésicules de sécrétion. 
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Tableau 8. Présentation des 9 protéines convertases de la famille des subtilisines. 
Pour chacune d’entre elles, est donnée la localisation tissulaire et cellulaire ainsi 





Enzyme  Localisation tissulaire  Localisation 
cellulaire 















Système nerveux (SN): 







































-Pro-récepteur à l'insuline 
-MMPs et MT-MMPs 
 
Protéines pathogènes 
-GP virales (gp160) 
-pro -toxines (pro -HA…) 
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- GP virales (GP du virus de lassa, 
LCMV) 
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4.3. Synthèse et activation des protéines convertases 
Les PCs responsables des clivages endo-protéolytiques des précurseurs protéiques sont 
synthétisées au niveau du RE (Vey et al., 1994). Comme leurs futurs substrats, ces PCs 
subissent des processus endo-protéolytiques pour être activées (Anderson et al., 1997). En 
effet, les PCs sont produites sous formes de zymogènes, dont la région pro-peptidique amino-
terminale doit être clivée pour qu’elles soient actives (Germain et al., 1991 ; Vey et al., 1994). 
Les zymogènes inactifs subissent une succession de traitement auto catalytique initial dans le 
RE (toutes les PCs à l'exception de PC2) ou dans les granules de sécrétion immatures (cas de 
PC2) pour générer un hétéro-dimère pro-segment inhibiteur couplé au reste de la séquence PC 
(pro-segment-PC). Le pro-peptide joue alors un rôle d’inhibiteur des PCs en bloquant l’accès 
au site actif de la protéase, garantissant ainsi la protection des protéines de la voie de sécrétion 
contre les protéolyses (Sakr, 2007).  
 
La présence de la séquence pro-peptidique est indispensable pour la production de PCs 
actives. En effet, des mutations par délétion du pro-peptide conduisent à la rétention des PCs 
dans les compartiments du RE (Anderson et al., 2002; Artenstein and Opal, 2011). L'hétéro 
dimère inactif est alors transporté hors du RE vers d’autres compartiments cellulaires 
spécifiques où l'activité catalytique sera établie (Ennemann et al., 2013). Généralement, à la 
suite d'un second évènement de clivage auto catalytique du pro-segment celui-ci libère 
l'enzyme active (Seidah and Prat, 2007). Ce mécanisme d'activation de zymogène bien 
orchestré assure que la protéine convertase soit active uniquement dans le compartiment 
intracellulaire où les conditions de pH et de calcium sont optimales pour le clivage du substrat 





Contrairement aux autres PCs, le mécanisme d’activation de PC2 parait plus complexe (Figure. 
21). En effet, ce dernier requiert la présence d’une protéine accessoire, nommée 7B2, elle-même 
synthétisée sous forme de précurseur. C’est au niveau du RE, que les deux précurseurs, pro-PC2 
et pro-7B2, s’associent (Benjannet et al., 1995; Kim and Arvan, 1998). Des expériences de 
mutagenèse dirigées ont montré que ces dernières se lient au niveau du domaine catalytique de 
PC2 et forment un complexe inactif mais compétent pour le transport vers l’appareil de Golgi 
(Benjannet et al., 1998; Cameron et al., 2001). Dans le réseau trans Golgien (TGN), pro-PC2 et 
pro-7B2 sont clivées au niveau de leurs pro-séquences. La région C-terminale du 7B2 joue alors 
au même titre que le pro-peptide de PC2 un rôle inhibiteur de l’activité de PC2 en restant fixée au 









Figure 21. Schéma des mécanismes d’activation des différentes PCs. 
Les étapes d’activation des PCs solubles (PC1/3, PC2, PC5, PC4, PACE4) et des PCs membranaires 
(furine, PC7, SKI-1 et NARC-1) sont schématisées suivant leurs compartiments d’activation et leurs 
particularités (protéine 7B2 pour PC2…).La furine (Molloy et al., 1994; Creemers et al., 1995 ) et la PC7 
( Seidah et al., 1996; Munzer et al., 1997; Wouters et al., 1999) sont activées dans le réseau trans-Golgien 
(TGN) et elles atteignent la surface cellulaire ou retournent au réseau TGN par les endosomes ( Van de 
Loo et al., 1997;  Thomas, 2002). Les PC5 et PACE4 sont activées dans le réseau TGN (Seidah et al., 
1999; Nour et al., 2005) et / ou à la surface de la cellule. La SKI-1 est active au sein même du Réticulum 
endoplasmique (RE) (Cheng et al., 1999) ou dans le réseau cis / médial -Golgien (Espenshade et al., 
1999 ; Pullikotil et al., 2007). Pour PC1/3 et PC2, l’activation se réalise au niveau des vésicules de 
sécrétion (Benjannet et al., 1993). Le mécanisme d’activation de PC2 nécessite la présence d’une protéine, 
nommée 7B2. C’est au niveau du RE, que les deux précurseurs, pro-PC2 et pro-7B2, s’associent. Dans le 
réseau TGN, pro-PC2 et pro-7B2 sont clivées au niveau de leurs pro-séquences. La région C-terminale de 

































Forme non repliées 
Intermédiaire de repliement 
Forme active 
Propeptide (PP) Domaine P 
Domaine  














4.4. Substrats des protéines convertases 
De nombreuses pro-protéines sont soumises à l’action des PCs  (Tableau 9), c’est le cas des 
précurseurs de plusieurs hormones peptidiques, des enzymes protéolytiques, des facteurs de 
croissance, et de nombreuses protéines de type I liées à la membrane, y compris des récepteurs, 
des molécules d'adhésion cellulaire, la surface cellulaire des glycoprotéines d'espèces pathogènes 
tels que les virus et les bactéries et même la signalisation cellulaire (Southey et al., 2006; Orduna 
and Beaudry, 2016; Jaaks et al., 2016). Ces clivages se produisent dans le RE, dans l’appareil de 
trans-Golgi (Rabbani and Patel, 1990), le long de la voie de sécrétion, dans les granules de 
sécrétion (Burbach et al., 1986), à la surface des cellules, ou dans les endosomes (Gupta et al., 
1995; Rosendahl et al., 1997).   
 
Rôle de PC1 et PC2 dans la maturation protéique et la régulation des fonctions endocrines 
Les neuropeptides sont synthétisés à partir de précurseurs de protéines appelées pro-
neuropeptides qui nécessitent un traitement protéolytique principalement dans des vésicules de 
sécrétion qui stockent et sécrètent les neuropeptides matures pour contrôler les systèmes cibles 
cellulaires. Ainsi, les neuropeptides matures s’avèrent nécessaires pour la communication 






Figure 22. Schéma de la synthèse et de l’activation des neuropeptides selon la voie de sécrétion 
régulée (Modifiée de Hook et al., 2008). 
Les proneuropeptides sont stockés au niveau de vésicules sécrétoires nouvellement formées dans le corps 
de la cellule. A l'intérieur des vésicules, les précurseurs protéiques subissent des clivages protéolytiques 
pendant leur transport axonal qui se fait à partir du corps cellulaire jusqu'à la terminaison nerveuse. Ainsi, 
au cours du transport axonal le neuropeptide trouve sa forme active au niveau des vésicules sécrétoires. 
 
La biosynthèse des neuropeptides commence avec la traduction des ARNm respectifs pour 
générer les pré-pro-neuropeptides précurseurs (Mirabeau, 2008). Le traitement protéolytique 
commence au niveau du RE, où le peptide signal N-terminal du pré-pro-neuropeptide est clivé. 
Le pro-neuropeptide résultant est acheminé à travers l'appareil de Golgi et emballé dans des 
vésicules sécrétoires nouvellement formées avec des protéases (pro-PC1 /Pro- PC2) (Salvas, 
2004). Donc, en premier lieu PC1 et PC2 retrouvent leurs formes matures puis clivent les 
proneuropeptides en collaborant avec la carboxypeptidase et dans certains cas la cathepsine L et 
l’amino-peptidase (Figure 14). Ainsi, la cathepsine L clive au niveau de site mono- dibasique du 
côté N-terminale (Yasothornsrikul et al., 2003) et par la suite les résidus basiques (K ou R) situés 
du coté N-terminale sont éliminés par amino-peptidase (voies de cystéine protéase). Tandis que 
les PC1 et PC2 clivent spécifiquement au niveau du site mono- dibasique du côté C-terminale et 




carboxypeptidase E (Hook et al., 2004) (voies subtilisine protéase). Les neuropeptides peuvent 
également subir une modification post-traductionnelle qui modifie l'activité biologique des 
peptides telles que la formation de liaisons disulfure, la glycosylation, l’α-amidation, la 
phosphorylation, la sulfatation, et l'acétylation (Wilkinson, 2006; Scamuffa et al., 2006; Seidah, 
2011b).  
Ces mécanismes de maturation se produisent au niveau des vésicules de sécrétion avec des 
conditions internes spécifiques (pH acide maintenus par les ATP-ases) favorisant ainsi le 
repliement des chaines protéiques, pendant le transport axonal qui se fait du corps cellulaire 
jusqu'aux terminaisons nerveuses. Ainsi, au cours du transport axonal le neuropeptide trouve sa 
forme active au niveau des vésicules sécrétoires. Une fois que les vésicules de sécrétion arrivent 
au niveau de la terminaison nerveuse un phénomène d’exocytose se produit. Ce mécanisme de 
libération régulé peut être augmenté suite à une stimulation qui augmente la vitesse de migration 
des vésicules de sécrétion suite à une entrée massive de Ca2+ (Figure 23). 
 
Ainsi, les PCs sont impliquées dans la production de peptides bioactifs tels que l'α-
neuroendocrinien et le γ- endorphine (Ling et al., 1976), la vasopressine 1-19 à partir de la pro-
 vasopressine (Burbach et al., 1986), le fragment N-terminal de la pro-somatostatine (Rabbani 
and Patel, 1990), le facteur plaquettaire 4 (Gupta et al., 1995), l'hormone relaxine (Hudson et al., 
1981), la métallo-protéase ADAM-10 (Rosendahl  et al., 1997), ainsi que dans la production de 







Figure 23. Représentation schématique d’un neuropeptide depuis la synthèse à la libération. 
(1) la production de neuropeptides (2) les conditions vésiculaires internes (un pH acide maintenu par les 
ATP ases) favorisant le repliement de la chaine protéique, (3) le trafic des vésicules de sécrétion et (4) 
exocytose des vésicules. L’ensemble de ces mécanismes coordonnés permet la communication de cellule à 
cellule et ainsi le contrôle des fonctions endocrines. 
 
 
La protéine précurseure peut contenir une ou plusieurs copies du neuropeptide actif. Par exemple, 
la pro-NPY, la galanine, le CRF, la vasopressine et la ß-pro-Tac1 contiennent une seule copie du 
neuropeptide actif. Tandis que la pro-enképhaline contient quatre copies de Met-enképhaline et 
une copie de la Leu-enképhaline. De même, certains précurseurs contiennent différentes 
hormones peptidiques au sein du même précurseur, c’est le cas de la POMC qui donne naissance 
a des peptides distinct l’ACTH, l’α-MSH, et la ß-endorphine (Hook et al., 2008) (Figure 24). 
  
Conditions vésiculaires internes 
Redox, protons…
Neuropeptides Mature
Transport axonal des vésicules
Liberation de neuropeptides et communication cellulaire 
au niveau du système neuro-endocrinien 
Exocytose
vésicule de sécrétion
Formation de vésicule de sécrétion 
Précurseur de pro-hormone, protease, neurotransmetteur






Tableau 9. Liste des substrats de la PC1 et de PC2 ainsi que leurs fonctions 
régulatrices (Hook et al., 2008). 
 
Neuropeptide Fonctions régulatrices 
    
Enkephaline Anelgésie, modulation de la douleur 
Beta-endorphine Anelgésie, modulation de la douleur 
ACTH Production de stéroides 
α –MSH Pigmentation de la peau, appetit 
CRF (corticotropin releasing factor) Secrétion de l'ACTH 
Insuline Métabolisme du glucose 
Glucagnon Métabolisme du glucose 
Gelatine Cognition 
NPY Obésité, pression artérielle 
Somatostatine Régulation de la croissance 
Vasopressine Equilibre de l'eau 
Calcitonine Régulation du calcium 
Chlolecystokinine mémoire, l'appétit 
PACAP Différentiation neurale 










Figure 24. Représentation schématique du traitement protéolytique des proneuropeptides 
associés à PC1 et PC2. 
La protéine précurseure peut contenir une ou plusieurs copies du neuropeptide actif. La pro-NPY, la 
galanine, le CRF, la vasopressine et la ß -pro-tac1 contiennent une copie du neuropeptide actif. Tandis que 
certains proneuropeptides renferment des copies multiples du neuropeptide actif telle que la pro-
enképhaline qui contient quatre copies de Met-enképhaline (ME), une copie de la Leu-enképhaline (LE), 
et les peptides liés aux opioïdes ME-Arg-Phe (H) et ME-Arg-Gly-LEU (O). Certains précurseurs 
possèdent différentes hormones peptidiques au sein du même précurseur, c’est le cas de la POMC qui 
donne naissance à des peptides distinct ACTH, α-MSH, et la ß-endorphine. 
 
 
4.5. Phénotype des souris mutantes PC1 et PC2 
Étant donné que PC1 et PC2 s’avèrent indispensable à la synthèse de divers neuropeptides, 
plusieurs études ont montré que les souris PC1 knockout (PC1-/-) présentent des anomalies 
sévères de développement et un taux élevé de létalité embryonnaire (Zhu et al., 2002 a). Pour cela, 
les expériences visant l’étude de PC1 utilisent généralement des souris knockdown (PC1-/+) qui 
sont viables. Vu que PC1 est impliquée dans la maturation d'hormones de croissance (GHRH) 
(Zhu et al., 2002b) et de facteur insuline-like-1, les souris PC1-/+ ont montré des anomalies dans 
le développement et un retard dans la croissance (Zhu et al., 2002b; Gaylinn et al., 1999). De 




GHRH hypothalamique, la POMC hypophysaire, la pro-insuline, et le pro-glucagon intestinal 
(Zhu et al., 2002b).   
 
Contrairement aux souris PC1-/-, les souris PC2 Knockout (PC2-/-) sont viables (Furuta et al., 
1997a). Bien que, les souris PC2-/- sont viables et semblent normales à la naissance, elles 
présentent un retard de croissance (Scamuffa et al., 2006), une hypoglycémie chronique à jeun et 
un déficit en glucagon (Rouille et al., 1994; Furuta et al., 1997b; Furuta et al., 2001; Laurent, 
2002). D’autre part, étant donnée que PC2 s’avère indispensable dans le clivage de divers 
précurseurs au niveau des cellules neuronales et endocriniennes, les souris PC2 Knockout ont 
montré une déficience de divers neuropeptides tels que la pro-CCK neuronale (Rehfeld et al., 
2002), la neurotensine, la neuromédine N (Villeneuve et al., 2002), la pro-dynorphine (Berman et 
al., 2000), les peptides pro-orphanin FQ / nociceptine, et les dérivés pro-opiomélanocortine 
(POMC) (Allen et al., 2001). Également, les souris PC2 knockout n'ont pas démontré une 
sensibilité à la douleur différente de celle des souris wild type dans une évaluation normalisée. 
Par contre, elles ont montré significativement moins de sensibilité à la douleur suite à une 
stimulation nociceptive intense suite à un stress (Croissandeau et al., 2006). Le stress a été induit 
en forçant la souris à nager pendant 180 s dans de l'eau à 10°C (bain froid) ou à 33°C (bain 
chaud). Après, 5 min et 30 min de la baignade,  des essais nociceptives mécaniques (von Frey), 
thermiques (tail-flick/ test de plaque chaude), et chimiques (formaline) ont été réalisés. Les 
résultats ont démontré que sans condition de stress, les deux génotypes (WT et PC2-/+) montrent 
un comportement nociceptif similaire. Cependant, après un bain froid, les souris mutante ont 
montré significativement moins de sensibilité à la douleur. Croissandeau et al., concluent que la 
diminution de la sensibilité à la douleur était due à l’augmentation de la libération des peptides 




Chapitre 5 : Spectrométrie de masse 
 
Lors des dernières années, les biologistes ont séquencé plusieurs génomes bactériens, de 
végétaux et de mammifères (Man et al., 2012; Ravelomanantsoa, 2016). Cependant le 
séquençage de ces différents génomes ne permet pas d’identifier et de quantifier les protéines 
exprimées dans une cellule à un moment donné de sa vie (Biemann, 1990a; Lottspeich, 1999; 
Bhalla et al., 2002; Patterson and Aebersold, 2003; Mortazavi et al., 2008). Ainsi, l’analyse 
protéomique permet d’identifier les protéines exprimées par un organisme (Malmstrom et al., 
2004) comparer les protéomes de deux états distincts, rechercher des modifications post-
traductionnelles portées par les protéines d’intérêts (McGregor and Dunn, 2006). Cependant, les 
analyses biochimiques classiques de protéines ont été une tâche ardue et de longue haleine, et 
n’ont conduit qu’à des séries de données incomplètes avec peu d'informations quantitatives. 
Récemment, d'énormes progrès ont été réalisés visant les technologies protéomiques permettant 
d’accélérer la caractérisation des protéines par le développement de nouvelles méthodes d'analyse 
(Fratazzi et al., 2017). En effet, la spectrométrie de masse couplée à des techniques de séparation 
chromatographiques, continuent à se développer dans la quête de l'amélioration de la sensibilité 
(Lee and Kerns, 1999; Beaudry et al., 2004; Lavoie et al., 2013). La spectrométrie de masse est 
l’outil de choix d'analyse du protéome, de sous protéomes et des peptides	 vu sa capacité d'obtenir 
des informations quantitatives précises sur des échantillons biologiques d'une énorme complexité 
(Pandey and Mann, 2000; Finehout and Lee, 2004; Beaudry et al., 2006; Guichou, 2015).  
 
De même, la spectrométrie de masse permet de déterminer la masse moléculaire, ainsi que la 
séquence primaire de la protéine étudiée (Figure 25) (Mann and Jensen, 2003; Coon et al., 2005). 




oxydation...) ainsi que son emplacement sur la séquence des protéines (Heintz, 2004; Sagan and 
Bolbach, 2009; Bertaccini, 2014). Son principe réside en une séparation en phase gazeuse des 
molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) (Botter and Bouchoux, 
1995; Banerjee and Mazumdar, 2012). De plus, la spectrométrie de masse permet de déterminer 
la masse moléculaire d’un composé inconnu. La masse moléculaire est déduite de la valeur m/z 
du pic moléculaire dans le spectre. Celui-ci correspond à un ion qui contient tous les atomes de la 
molécule étudiée, sans qu’il y ait eu rupture d’une liaison (Hao et al., 2015). La molécule a été 






Figure 25. Schéma simplifié des différentes informations qui peuvent être apportées par la 
spectrométrie de masse cas de la SP (Mass moléculaire =1 347,63). 
Les différents types de pics observés dans un spectre de masse sont : (1) Le pic de base : c’est le pic le 
plus intense du spectre. Il correspond à l'ion le plus abondant donc le plus stable. (2) Le pic moléculaire ou 
pic parent : il correspond à l’ion de nombre de masse égal à la masse moléculaire de la substance. (3) Les 
pics fragments correspondent aux différents ions fragments. 
 
L’existence d’isotopes c’est à dire des atomes d'un même élément, différents par leur nombre de 
neutrons mais ayant le même nombre de protons et d'électrons, et possédants ainsi les mêmes 




Valkenborg et al., 2012). On observe, non pas un pic moléculaire, mais un groupe de pics 
moléculaires (un « massif moléculaire » ou un « cluster moléculaire »).  
 
Principalement la masse qu’on utilise est la masse mono-isotopique qui est la masse du premier 
pic du profil isotopique c’est-à-dire celle qui ne prend en compte que les masses des isotopes les 
plus stables (12C, 1H, 16O, 32S, 14N, …), et la masse chimique ou moyenne qui est le barycentre 
(centroïde) des masses des pics constituants le profil isotopique c’est-à-dire la masse qui 





Figure 26. Moyen de détermination de la masse mono-isotopique et de la masse chimique ou 
moyenne  à partir d’un spectromètre de masse. 
Masse mono-isotopique: dans le massif isotopique, on l’appelle le pic P. Les autres pics du massif 
isotopique sont appelés les pics P+1, P+2, P+3. Ils contiennent tous au moins 1 des isotopes lourds d’un 
élément. 
 
5. 1. Spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide à haute performance 
La spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide (HPLC-MS) a été 
conceptualisée en 1973 et continu à se développer dans la quête de l'amélioration de la résolution 
et la précision de masse (Baldwin and McLafferty, 1973). Le HPLC-MS est une technique 
d’actualité qui offre quatre fonctions principales : la quantification, l’identification, la sensibilité 
Pic monoisotopique







et la spécificité (Polettini, 2006; Evans et al., 2009; Banerjee and Mazumdar, 2012; Pailleux and 
Beaudry, 2012; Mao et al., 2016; Bao et al., 2017). 
  
5.1.1. Chromatographie en phase liquide à haute performance ou HPLC 
L’HPLC permet de séparer les composés d’un échantillon afin de pouvoir les identifier et les 
quantifier. En effet, l’HPLC permettant de séparer les peptides en fonction de leurs diverses 
propriétés physicochimiques issues des acides aminés qui les composent (charge, pI, degré 
d’hydrophobicité, taille…) (Jadaun et al., 2017; Kromidas, 2017; Teixeira et al., 2017). 
L'échantillon à analyser est entrainé par la phase mobile dans une colonne correspondant à la 
phase stationnaire ayant une grande affinité ou non avec les substances passantes à travers 
(Hemström and Irgum, 2006). Le choix de la phase stationnaire dépend des propriétés 
physicochimiques des molécules recherchées en se basant principalement sur la volatilité et la 
polarité de ces dernières (McCue, 2009; Fekete et al., 2016; Tyteca et al., 2016). Ainsi, les 
molécules n’ayant aucune affinité avec les groupes fonctionnels de la colonne ne s’adhérent pas, 
alors que les molécules ayant une grande affinité avec les composés de la colonne s’adhérent à la 
surface de celle-ci. Le débit d'écoulement de la phase mobile est élevé ce qui entraine une 
augmentation de la pression dans le système. Ce débit élevé diminue le temps nécessaire pour 
séparer les composants le long de la phase stationnaire (Manes et al., 2015; Moruz and Käll, 
2016). La fine granulométrie de la phase stationnaire permet une meilleure séparation des 
composants (Snyder et al., 1997). 
 
Placé à la sortie de la colonne, un détecteur, couplé à un enregistreur, permet d'obtenir un tracé 




des conditions chromatographiques données, le temps de rétention qui correspond au temps 
d’élution et de détection d’un composé, caractérise qualitativement une substance. 
Cependant, l’identification des peptides uniquement par une technique de séparation 
chromatographique n’est pas suffisante. En peptidomique, le couplage HPLC-MS est un outil 
sensible qui permet d’identifier, caractériser et quantifier les peptides dans des mélanges 
complexes. 
 
5.1.2. Spectrométrie de masse  
Un spectromètre de masse est constitué principalement de 3 parties distinctes (Figure 27) : d’une 
source d’ionisation, d'un analyseur et d’un détecteur.  
 
 
Figure 27. Composantes d’un spectrometre de masse. 
Un spectromètre de masse est composé principalement d’un système d'introduction de l'échantillon, d’une 
source d'ionisation, d’un analyseur qui sépare les ions en fonction de leur masse et de leur charge et d’un 
détecteur qui détecte les ions sortant de l'analyseur 
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5.1.2.1. Sources d’ionisation 
Toutes les techniques de spectrométrie de masse font appel, non pas aux espèces moléculaires en 
tant que telles, mais aussi aux molécules ionisées. Tous les procédés reposent sur les 
déplacements d’ions moléculaires chargés formés à partir d’une molécule. Afin que l’analyse soit 
réalisable, cela nécessite donc une étape préalable d’ionisation de l’échantillon (Zhu et al., 2013).   
 
La source d’ionisation electrospray assure trois fonctions: nébuliser, ioniser et produire un champ 
de transport des ions. (i) La nébulisation permet une séparation des molécules introduites dans le 
spectromètre par passage de l’état liquide à un état gazeux (Botter and Bouchoux, 1995). (ii) 
L’ionisation permet de transformer les molécules en ions grâce à des champs électriques (De 
Hoffmann and Stroobant, 2002) (iii) et alors production d’un champ de transport des ions. Ainsi, 
les molécules libérées par HPLC se chargent dans la source par l’ionisation. Les molécules acides 
sont capables de céder un proton H+ qui entraine la formation d’un ion négatif ([M-H]-) et 
l’analyse s’effectuera en mode négatif. En parallèle, les molécules basiques sont aptes à capter un 
H+ qui entrainera la formation d’ion positif ([M+H]+) et l’analyse s’effectuera en mode positif 
(Dunham et al., 2012) (Figure 28). La très grande majorité des analyses peptidomiques et 








Figure 28. Exemple de mécanisme d’ionisation en spectrometrie de masse 
Spectre MS de la β tachykinine58-71 obtenu avec une source d’ionisation ESI, sur un analyseur Trappe 
ionique. Chaque ion détecté correspond à un état de charge précis du peptide. 
 
Les critères de choix du type de source d’ionisation sont: la volatilité, la stabilité thermique du 
composé à analyser, la labilité chimique, les fonctions chimiques présentes et leur aptitude à 
induire une ionisation, la taille des molécules, les quantités de produit disponibles et le type 
d’introduction souhaitée (directe ou en HPLC) (Ong and Mann, 2003; Gautier et al., 2012a) 
(Tableau 10). 
 
Les sources d’ionisation les plus utilisées en spectrométrie de masse sont la désorption, 
l’ionisation laser assistée par une matrice ou Matrix Assisted Laser Désorption Ionisation 
(MALDI) (Karas et al., 1989; Rusconi and Schmitter, 1998), et l'ionisation électro-spray ou 
Electro-Spray Ionisation (ESI) (Fenn et al., 1989; Baudin, 2015), car elles entrainent la formation 














Tableau 10. Critères de choix du type de source d’ionisation selon le type de 
l’échantillon à analyser 
 
Type d’ionisation Symbole Type de molécules 
Ionisation à impact électronique  IE  
Petites molécules volatiles et 
thermostables 
 
Ionisation chimique  IC 




Ionisation par électronébullisation   ESI Biomolécules (1 300 kDa) et complexes 
protéique non-covalents  
 




5.1.2.1. 1. Sources ESI 
L'ESI produit des ions multichargés en phase gazeuse, ce qui ne nécessite pas le couplage avec 
un analyseur possédant une gamme de masse très étendue (Kalbaugh, 2009). Ainsi, la source ESI 
peut être couplée à tous types d'analyseur (Le Gac, 2004). En électrospray ionisation (ESI), 
l'analyte en solution est introduit dans la source à travers un capillaire métallique, entre ce 
capillaire et la contre-électrode séparer de quelques millimètres, une différence de potentiel de 3 à 
6 kV est appliquée induisant un fort champ électrique (Smith et al., 1989; Gottardo et al., 2007) 
(Figure 29). En mode positif, ce champ électrique induit la migration des ions positifs du 
capillaire vers la contre-électrode. A la sortie du capillaire, les charges positives s'accumulent à la 
surface du liquide. Quand la répulsion entre les charges positives combinée à l'attraction du 
champ électrique dépasse la tension de surface du liquide (Yamashita and Fenn, 1984), il y a 
formation d'un cône de Taylor (Kebarle, 2000). Toujours sous l'effet du champ électrique, le cône 
de Taylor se rompt pour former un filament qui produit des gouttelettes hautement chargées. 
Sous l'effet conjugué des gaz favorisant la nébulisation, du chauffage dans la source, le solvant 




et de charge constante mais la densité de charge augmente significativement (Smith et al., 1990). 
Les gouttelettes explosent (explosion Coulombienne) quand la densité de la charge est 
suffisamment importante pour dépasser la tension de surface qui maintient les gouttelettes 
ensemble (limite de Rayleigh) (Figure 29). Pour ce dernier point, deux théories principales sont 
énoncées. La première, proposée par Dole et al., (1968), est connue sous le nom du "modèle du 
résidu chargé" (CRM). D'après cette théorie, il se produit une série de fissions conduisant à des 
microgouttelettes finales comportant une ou plusieurs charges en excès mais seulement une 
molécule d'analyte. La seconde théorie, réalisée par Iribarne et Thomson (1976), nommée 
« mécanisme d'évaporation de l'ion », rapporte que l'évaporation du solvant s’accompagne d’une 
série de fissions engendrant une réduction de la taille des microgouttelettes finales à un rayon de 






Tableau 11. Récapitulatif des avantages et inconvénients associés à l’utilisation 
d’une source ESI ou MALDI 
 





-Formation d’ions multichargés 
 








-Spectres de masse complexes  
 
-Consommation importante de l’échantillon 
(sauf en nano spray	ou quand couplé avec 





-Large gamme de masse 
analysée (de peptides à 
protéines) 
 
-Spectre de masse simple (ion 
mono-chargée) 
 
-Imagerie moléculaire possible 





-Faible reproductibilité  
 
-Résolution faible pour les grosses molécules 
 
-Interférence des ions de matrice dans les 
basses masses, empêchant la détection de 
petites molécules 
 
-Couplage surtout à l’analyseur de type TOF 
 
-Cartographie peptidique en mode MALDI 
non applicable directement pour 
l’identification de peptides endogènes car pas 








Figure 29. Schéma décrivant le principe de la formation ionique en électro spray ionization (ESI) (Modifiée de Soares et al., 2012). 
En électro-spray l’ionisation de l’échantillon arrive sous forme liquide, sous la production d’un champ électrique intense une cône de Taylor se forme, 
avec apparition de gouttelettes multichargées qui, suite à une désolvatation et une explosion, atteignent la limite de Rayleigh afin de former les composés 
ionisés qui seront par la suite  analysés. 
 





















L’analyseur permet de séparer les ions produits en fonction du rapport masse/charge (appelé m/z) 
qui s’exprime en Thomson (Th). Il existe de différents types d’analyseurs (Tableau 12). Les 
caractéristiques principales d'un analyseur sont la résolution R, la gamme m/z qu'il peut analyser, 
la rapidité de balayage, la sensibilité et la vitesse avec laquelle les ions le traversent (Menet, 
2011). La vitesse de balayage d’un analyseur, varie énormément en fonction des différents types 
d’analyseurs (Harakat, 2011). 
 La résolution R d’un analyseur définit la capacité de distinguer une masse M par rapport à une 
masse M + ΔM. Il est admis que deux pics sont résolus quand l’intensité de la vallée entre ces 
pics soit égale à 10% de l’intensité du pic le plus faible. La résolution pour un pic isolé se calcule 
en prenant la largeur du pic Δm à 50% de son maximum. Alors dans ce cas il s’agit de résolution 
FWHM (Full Width at Half Maximum) (Van Loef et al., 2001), et la largeur Δm est prise à 50% 
de son maximum (Figure 30). 
 




Les analyseurs les plus utilisés en peptidomique, sont les analyseurs de type quadripolaire (Q), 
les trappes ioniques ou pièges à ions (IT) et les trappes ioniques linéaires (LIT) (Vatansever et al., 
2010) (Tableau 12). Ainsi que des analyseurs hybrides couplant deux ou plusieurs analyseurs tels 














2011), et également, l’hybride QqOrbitrap (Scigelova and Makarov, 2006; Westman-Brinkmalm 
and Brinkmalm, 2008; Senko et al., 2013). Les analyseurs hybrides permettent d’obtenir des 
informations complémentaires, une sensibilité et une capacité de séparation encore plus 
importante que l’analyseur seul. Chacun de ces instruments possèdent ses propres caractéristiques 
dont il faut tenir compte afin de choisir le meilleur analyseur pour l’étude souhaitée. En 
peptidomique, l’analyseur permet à la fois de réaliser la détection et l’identification en mode MS, 
ainsi que la quantification et la caractérisation en mode MS/MS (Aebersold and Mann, 2003; 
Ouedraogo, 2013).  
 
Tableau 12. Différents types d'analyseurs utilisés en spéctrométrie de masse ainsi 
que leurs principes 
 
Type	 Symbole	 Principe	
Secteur électrostatique E Dispersion d’un faisceau ionique continu dans un champ 
électrique constant; séparation selon l’énergie cinétique des 
ions 
Secteur magnétique B Dispersion d’un faisceau ionique continu; séparation selon le 
momentum des ions dans un champ magnétique 
Temps de vol TOF Dispersion temporelle d’un faisceau ionique pulsé; séparation 
selon le temps de vol  
Quadripôle linéaire Q Faisceau ionique continu dans un champ quadripolaire 




LIT Faisceau ionique continu et ion piégés; accumulation et 
séparation dans un champ linéaire de radio fréquence 
quadripolaire 
Trappe ionique quadripolaire QIT Ions piégés; séparation selon la trajectoire stable d’ions dans 
un champ quadripolaire tridimensionnelle de radio –fréquence 
Résonance ionique 
cyclotronique 
ICR Ions piégés; séparation selon la fréquence cyclotronique dans 
un champ magnétique  
En protéomique analyseurs de masse les plus utilisés sont sélectionnés en gris 
5.1.2.2. 1. Analyseur quadripolaire 
Le principe du quadripôle a été décrit par Paul et Steinwegen (1953). Un quadripôle est composé 




potentiel positif ou négatif : Le potentiel appliqué Φ0 = U-V cos (ωt) est composé d’une tension 
continue U et d’une tension alternative d’amplitude maximale V et de fréquence angulaire 
(Menet, 2011) (Figure 31). Lorsque les ions pénètrent dans le quadripôle, ils se déplacent selon 
l’axe z grâce à leur vitesse initiale. Au temps t1, la polarité des barreaux situés sur l’axe y est 
négative. Les ions positifs vont donc être déviés selon l’axe y. Puisque le potentiel appliqué sur 
les barreaux est constitué d’une tension alternative, la polarité des barreaux au temps t2 va être 
inversée. De ce fait, les ions positifs seront déviés selon l’axe x. Cette polarité est alternée au 
cours du temps ce qui a pour effet de donner aux ions une trajectoire oscillante (Ardrey, 2003). 
Ainsi, l’ion pourrait avoir deux destinations soit de traverser le quadripôle en ayant une 
trajectoire oscillante (ion stable), soit de percuter l’un des quatre barreaux (ion instable) (March 
and Todd, 2005). Pour prédire quels ions seront stables, il faut revenir aux forces d’attraction et 
de répulsion que subissent les ions dans le quadripôle (Walther and Mann, 2010). Pour effectuer 
un balayage dans un quadripôle, il faut donc faire varier simultanément U et V en gardant le 
rapport U/V constant. Plus ce rapport est élevé, plus la sélectivité du filtre en masse est 
importante donnant donc une meilleure résolution (Lippert, 2016). Le quadripôle est donc un 
analyseur séquentiel, il analyse les ions masse par masse d’abord m1 pendant une durée t1, puis 
m2 pendant une durée t2. Une grande partie des ions arrivant à l’entrée du quadripôle est donc 
perdue vu que la trajectoire des ions de masse m1 n’est pas stable pendant la durée d’analyse des 
ions m2 (Rusconi, 2011). Un quadripôle permet donc soit d’analyser un seul ion, soit de balayer 
une plage de masse de façon séquentielle afin de reconstituer un spectre de masse (Gallien et al., 
2012). Le quadripôle est un analyseur à basse résolution (de l’ordre de 2000 pour un ion ayant un 
rapport m/z de 1 000). Cependant, un triple quadripôle est un analyseur hybride constitué de trois 
quadripôles positionnés en série, avec des fonctions propres. Le premier quadripôle (Q1) et le 
troisième quadripôle (Q3) fonctionnent comme des filtres de masse qui laissent passer tous les 




(Q2) est une chambre de collision qui permet de fragmenter les ions sélectionnés. L’avantage de 
cet instrument est l’augmentation de la sélectivité via l’utilisation de deux filtres de masses, l’un 




Figure 31. Schéma d’un analyseur quadripolaire (Inspirée de De Hoffmann and Stroobant, 2007) 
Un filtre de masse quadripolaire se compose de quatre tiges métalliques parallèles disposées. Deux barres 
opposées ont un potentiel appliqué de (U + Vcos (wt)) et les deux autres barres ont un potentiel de - (U + 
Vcos (wt)), où U est une tension continue et Vcos (wt) est une tension alternative. Les tensions appliquées 
affectent la trajectoire des ions parcourant le quadripôle. Seuls les ions d'un certain rapport m/z traversent 
le filtre quadripolaire et tous les autres ions sont rejetés hors de leur chemin d'origine.  
 
5.1.2.2. 2. Trappe ionique 
Les analyseurs de type trappe ionique (IT pour ion trappe) permettent de capturer les ions en 
direction axiale avec application d’une radiofréquence et en présence d’hélium pour l’IT de 
Thermo Scientific, et de les accumuler pendant un temps donné pour les analyser (McLuckey et 
al., 1994; Makarov et al., 2006). Il existe deux types d’IT : la trappe tridimensionnelle (3D) et la 
trappe linéaire (LIT). Les IT sont robustes, sensibles, abordables et permettent de produire 













beaucoup d’informations structurelles en effectuant la spectrométrie de masse en tandem 
(MS/MS) (Michalski et al., 2011; Liu et al., 2016). 
 
a) Trappe tridimensionnelle ou quadripolaire 
La trappe tridimensionnelle a été décrite en 1953 par Paul et Steinwedel en même temps que le 
quadripôle. Elle a été décrite et utilisée également dans de nombreuses études (March, 2009; 
Marinach-Patrice et al., 2011; Menet, 2011; Rösch et al., 2016; Matamala et al., 2017). Il y a en 
effet de fortes analogies entre ces deux types d’analyseur. La trappe est constituée de trois 
électrodes (Figure 32a), une électrode annulaire recouverte de part et d’autre de l’espace central 
et deux électrodes hyperboliques (électrodes chapeaux) (Jonscher and Yates, 1997; Gross, 2006). 
Un potentiel est appliqué sur l’électrode annulaire. Ce potentiel est semblable à celui appliqué sur 
les barreaux d’un quadripôle : il est composé d’une tension continue U et d’une tension 
alternative d’amplitude V. L’entrée des ions s’effectue à travers un orifice percé dans l’une de ces 
électrodes (calotte supérieure) (Cravello, 2005). A l’intérieur de la trappe, les ions suivent une 
trajectoire oscillante et la stabilité de la trajectoire dépend de la radiofréquence appliquée sur 
l’électrode annulaire; plus la radiofréquence est élevée, plus le puits de potentiel sera important, 
améliorant ainsi le piégeage des ions (Malcolm et al., 2010; Gang et al., 2015). Par contre, la 
profondeur du puits de potentiel est inversement proportionnelle au rapport m/z des différents 
ions piégés, ce qui signifie que plus l’amplitude sera importante, plus les ions de faible ratio m/z 
auront une trajectoire instable et risqueront de ne pas être piégés par la trappe (Dugourd, 2013; 
Deeb, 2014). Ensuite, la radiofréquence appliquée sur l’électrode annulaire est augmentée 
progressivement, entrainant une déstabilisation de la trajectoire des ions et donc leur éjection 
successive vers le détecteur par l’orifice de l’électrode chapeau de sortie, dans l’ordre des 
rapports m/z croissants (Jardino et al., 1983; Carapito, 2006; Ayoub, 2012). Ainsi, les ions 




mais le nombre d’ions piégés dans une IT conventionnelle reste limité afin de ne pas saturer le 
piège et donc préserver la sensibilité. De même, la résolution d’une trappe 3D est inversement 
proportionnelle à la vitesse de scan (Träbert, 2016).  
La différence majeure avec le quadripôle est que dans une trappe, tous les ions sont piégés 
simultanément à l’intérieur de la trappe, qui possède un volume de 1 à 2 cm3 quelque soit leur 
rapport m/z et leur énergie cinétique est réduite par les collisions provoquées avec le gaz de 
collision, l’hélium, présent dans le piège (Thébault et al., 2001; Ayoub, 2012; Thalhamer, 2017).  
 
b)  Trappe ionique linéaire 
La trappe ionique linéaire (LIT) possède la capacité de stocker les ions dans un cylindre bien plus 
large que la trappe ionique 3D permettant ainsi d’augmenter la sensibilité, la résolution et la 
précision de la masse (Douglas et al., 2005; Austin et al., 2007). Son fonctionnement est basé sur 
l’action d’un champ électrique de radiofréquences (Hager and Le Blanc, 2003) (figure 32b). Dans 
une première étape, les ions pénètrent dans la trappe à travers l’électrode E1 dont le potentiel est 
faible. Cependant, le potentiel de la seconde électrode E2 est élevé afin d’empêcher la sortie des 
ions (Hübschmann, 2015). Ensuite, le potentiel de l’électrode E1 est également augmenté de 
façon à ce que les ions soient piégés selon l’axe z (piège axial). Les ions ainsi piégés font des 
oscillations selon l’axe z. Le mouvement des ions dépend de leur rapport m/z car il existe des 
zones de stabilité ou un ion d’une masse « m » demeure en mouvement oscillatoire donc piégé 
dans la trappe (Pang et al., 2016).  
 
 Par la suite, les ions piégés sont éjectés sélectivement en fonction de leur rapport m/z. De plus, la 
sensibilité du balayage est améliorée, facilitant la spectrométrie de masse en tandem (Guan et al., 
2017). La résolution dans une trappe à ions est légèrement supérieure à celle rencontrée dans un 




des trappes à ions apparaît lorsqu’une fragmentation des ions est nécessaire comme c’est 
généralement le cas en quantification. En effet, pour réaliser une quantification les ions doivent 
être piégés avant de pouvoir générer un signal (Simon et al., 2012). Le temps nécessaire à ce 
piégeage (de l’ordre de quelques dizaines à centaines de millisecondes) n’est généralement pas 
compatible avec une quantification sensible et simultanée de plusieurs composés. En revanche, 
couplés avec un analyseur comme l’Orbitrap ou le quadripôle les pièges à ions peuvent apporter 





Figure 32. Principe de la trappe ionique a) Trappe 3D, b) Trappe linéaire 
 
 
5.1.2.2. 3. L’Orbitrap 
Un analyseur Orbitrap basé sur le même principe que celui de la trappe à ion est composé d'une 
électrode creuse dans laquelle se positionne une électrode en forme de fuseau (Figure 33). Cette 
géométrie permet l'imposition d'un champ électrostatique quadro-logarithmique sous tension (Hu 
et al., 2005; Becker, 2013). Les ions entrent tangentiellement à l'électrode centrale puis tournent 
autour de celle-ci. Les forces électrostatiques compensent les forces centrifuges et selon l'axe z, 
les ions oscillent en fonction de leur rapport m/z à une fréquence f donnée (Andriamanana, 2009). 
Electrode annulaire
Electrode chapeauElectrode chapeau
Sortie des ionsEntrée des ions











La mesure de cette fréquence permet ensuite de remonter à la masse des ions par transformée de 
Fourrier.  
 
Les spectromètres de masse de type orbitrap les plus utilisée sont souvent des analyseurs hybrides. 
C’est-à-dire que l’orbitrap est couplé avec d’autres analyseurs comme le piège ionique linéaire ou 
le quadripôle. Les analyseur de type orbitrap permet des analyse à haute résolution allant jusqu'à 
1 000 000 (Denisov,  2012) et d’obtenir des mesures de masse exacte avec une précision de 
masse ≤ 2 ppm (Washburn et al., 2001). 
 
 
Figure 33. Principe de l'Orbitrap. 
Les ions sont injectés dans l'espace séparé par deux électrodes de forme géométrique parfaitement définie. 
Suivant son rapport m/z, l'ion oscille autour de l'électrode centrale avec une fréquence caractéristique. La 




Le détecteur permettant la conversion d’un courant ionique en courant électrique, mesure en 
fonction des valeurs de m/z l’intensité du signal correspondante. Ainsi, les résultats sont 









rapport m/z (Ganem et al., 1991). Ceci implique, la création des champs électrostatiques très 
précis pour guider et déplacer les ions dans l'appareil (lentilles électrostatiques, optique ionique) 
et un vide suffisant pour déplacer les ions sans être détruits ou déviés par des molécules 
résiduelles (notion de libre parcours moyen). Il existe différents types de détecteurs permettant de 
compter les ions et d’amplifier le signal. Les trois, plus courants sont le cylindre de Faraday, le 
multiplicateur d’électrons et le multiplicateur de photons (Daly, 1960). Le détecteur le plus utilisé 
est le multiplicateur d’électrons qui utilise le principe de l’émission d’électrons secondaires pour 
amplifier le signal (Harris et al., 1984). Le faisceau d’ions sortant de l’analyseur est focalisé sur 
la dynode de conversion qui émet des électrons directement proportionnels au nombre d’ions 
présents (conversion ions à électrons). Les électrons secondaires obtenus avec la dynode sont 
accélérés et focalisés sur une seconde dynode qui émet à son tour des électrons secondaires 
(conversion électrons à électrons). Chaque étape est connectée à un potentiel de plus en plus 
élevé, et le collecteur final (ou anode) est connecté à un amplificateur conventionnel (McFadden, 
1973) (Figure 34) qui possède une bonne sensibilité avec une forte amplification. 
 
 
Figure 34. Diagramme conceptuel du multiplicateur d’électrons avec dynode (McFadden, 1973). 
 
5. 2. Mode d'analyse MS 
Les ions issus de l’interface et piégés dans l’analyseur sont sélectionnés selon un rapport m/z 
donc un ion présent dans un mélange complexe d’ion pourrait être purifié. Différents modes de 




tous les rapports m/z. Ainsi, les ions sont séparés dans l’espace en fonction du temps. Il en résulte 
la détection d’un grand nombre d’ions issus de la source et ayant des rapports m/z différents 
appartenant à l’intervalle ciblé (Bouchonnet and Libong, 2004; Chughtai and Heeren, 2010; Fay 
and Kussmann, 2010; Menet, 2011; Plumel, 2015). 
 
Suite à l’obtention d’un spectre de masse, un processus d’interprétation doit être établit telle que 
l’identification des ions précurseurs (parents) des bruits de fond. En effet, il faut programmer 
l’acquisition des fragments uniquement à partir d’une certaine masse dans la configuration de 
l’appareil (Botter and Bouchoux, 1995; Buridon, 2013). Une fois les pics moléculaires des ions 
précurseurs sont identifiés la réalisation d’une fragmentation en mode MS-MS devient possible 
afin de déterminer la structure de l’analyte (Beaudry et al., 2009). 
 
5. 3. Mode d'analyse MS/MS (MS2) 
La spectrométrie de masse en tandem permet d’étudier la structure des molécules et d’identifier 
de manière très spécifique certains ions (Hunt et al., 1986; Peng et al., 2003; Kappelmann et al., 
2017; Carson and Kerrigan, 2017). Son principe se base sur l’isolement d’une part de l’ion 
précurseur (ion parent) que l’on désire fragmenter, d’autre part de sa fragmentation (Schwartz 
1990; Biemann, 1990a). Ainsi, l’ion sélectionné par un premier analyseur se décompose 
spontanément (ion métastable) et entre en collision dans une cellule, remplie d’un gaz inerte le 
plus souvent de l’Argon, de l'azote ou de l'Hélium (Coon et al., 2005). Ensuite, les fragments 
résultants sont étudiés par un second analyseur. Les différents ions produits (ion fragments) 
générés ne seront plus déstabilisés (la fréquence appliquée ne correspondra plus au rapport m/z 
des différents ions produits) (Chaimbault, 2000). En utilisant un ESI, les différents ions produits 
seront alors éjectés de l’analyseur vers le détecteur, comme décrit précédemment. Ce mode de 




ne se fragmentent pas selon le même patron, entrainant donc la formation d’ions fragments 
différents et possédants des rapports m/z propres à leurs structures (Perry et al., 2008) (Figure 35). 
La méthode MS/MS peut être réalisée en combinant plusieurs analyseurs de même type comme 
le triple quadripôle ou de types différents, ce sont des analyseurs dits hybrides comme le Q-TOF 
(Kang, 2012; Wang et al., 2014) qui consiste en une association d’un quadripôle et d’un 
analyseur à temps de vol. 
 
 
Figure 35. Schéma de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) 
   
5.4. Détermination de la structure primaire d'un peptide à l'aide des spectres MS et MS/MS 
La détermination de la structure primaire d'un peptide peut se faire par des spectres MS/MS 
(Bertaccini, 2014; Mechref and Novotny, 2002; Srebalus Barnes and Lim, 2007; Adamson, 2008; 
Alayi, 2013). L’échantillon  biologique contenant le peptide ciblé est analysée par HPLC-MS. 
Les peptides sont analysés en spectrométrie de masse en mode full scan. Le pic abondant est 
sélectionné pour la fragmentation. Par la suite, les différentes transitions de fragments sont 
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identifiées. L’ensemble des fragments observés, comparée avec les fragments générés in silico 
(ex., Mmass).  
Les ions résultants de la fragmentation d’un peptide sont illustrés par un patron de fragmentation. 
La rupture d'une liaison de la chaine peptidique peut avoir lieu au niveau de trois types de 
liaisons Cα-C, C-N ou N-Cα pour donner six types de fragments désignés par an, bn et cn du  côté 
N-terminal et des fragments  xn, yn et zn du côté C-terminal (Figure 36). 
Les ions observés dépendent de nombreux facteurs, notamment de la séquence du peptide, de sa 
charge initiale, de l'énergie de la collision induisant la fragmentation, de la nature et de la 
localisation d’acide aminée basique. La présence d’acide aminée basique au niveau du peptide 




Figure 36. Schéma d’un patron de fragmentation protéique et détermination de la structure d’une 
protéine à partir du spectre MS et MS/MS (Inspirée de Roepstorff and Fohlman, 1984; Biemann, 
1990) 
Les fragmentations de peptides de faible énergie produisent généralement des ions y, a et b, avec des pics 
résultants de la perte de NH3 (a *, b * et y *). Les fragmentations du peptide sur ses deux sites b et y 
forment un fragment interne. Les fragments a, b et c contiennent l’extrémité N-terminale, tandis que les 
fragments x, y et z possèdent l’extrémité C-terminale du peptide. Le numéro indiqué (n) correspond au 
nombre d’acides aminés contenu par le fragment. 
 
5.5. Mode Multiple Réaction Monitoring (MRM) et Single Réaction Monitoring (SRM) 
Les modes MRM et SRM permettent de quantifier des ions avec une très grande sensibilité 




choisis en considérant le rapport m/z à étudier. L’ion est fragmenté dans la cellule de collision et 
le second analyseur est focalisé sur l’un des fragments produits (Lange et al., 2008; Vidova and 
Spacil, 2017). Ainsi, l’analyse inclut deux étapes : (1) sélection soit de différents ions de m/z 
prédéfinis (mode MRM) ou un seul ion de m/z prédéfinis (mode SRM), un ion précurseur et un 
ion fragment qui lui est caractéristique, (2) Ces deux ions sont sélectionnés et analysés 
simultanément. Enfin, un fragment spécifique de l’ion précurseur, de valeur m/z prédéfinie, est 
sélectionné. C’est l’intensité du signal généré par ce fragment qui est utilisée pour la 
quantification de la molécule analysée. Cette méthode permet de minimiser le bruit de fond en 
augmentant la sélectivité de l’analyse (Figure 37). 
 
 





Sélection de l’ion 
précurseur de m/z 
prédéfini




































Sélection de l’ion 
précurseur de m/z 
prédéfini
Sélection d’un 
fragment de m/z 
caractéristique au 
précurseur







5. 6. Stratégie de quantification 
Diverses stratégies de la quantification ont été développées pour détecter des changements par 
rapport à l'abondance peptidique entre divers échantillons à comparer (Bantscheff et al., 2007; 
Mueller et al., 2008). De même, la quantification de peptides par spectrométrie de masse peut être 
relative ou absolue (Griffiths et Wang, 2009; Vogel and Marcotte, 2012). La quantification 
relative fournie des comparaisons relatives de l'abondance des protéines entre un ensemble 
d’échantillons (Bogdanoff et al., 2016). Par exemple, entre un groupe sain et un ou plusieurs 
groupes pathologiques (Raj et al., 2012). Il s’agit, en effet, de comparer les aires des pics des 
analytes d’intérêt. A l'inverse, la quantification absolue vise à déterminer les concentrations des 
peptides dans des échantillons biologiques, permettant ainsi la comparaison de données exactes 
(Smith et al., 2007).  
 
Les analyses spectrométriques peuvent être divisées en deux catégories. La première catégorie est 
basée sur un marquage isotopique stable (Yin et al., 2011; Bohnenberger et al., 2015). Cependant, 
la deuxième catégorie est réalisée sans marquage isotopique nommée « label free » (Mouton-
Barbosa et al., 2010; Im et al., 2014).  
Au niveau des analyses réalisées par marquage isotopique stable, une distinction entre les 
échantillons marqués de ceux non marqués est possible (Ayoub, 2012). Les valeurs quantitatives 
sont calculées par rapport au ratio de l'intensité des pics, dont l'une comporte seulement l’isotope 
natif tandis que l'autre porte un certain nombre d'isotopes lourds stables. Ayant les mêmes 
propriétés chimiques, les isotopes peuvent être introduits simultanément mais clairement 
distingués par leur différence de masse. A partir des ratios peptides lourd et léger, est mesurée 





Toutefois, les approches basées sur un marquage isotopique  ne sont pas toujours pratiques ou 
faisables pour cela des méthodes sans marquage (label free) sont considérées (Gautier, 2012a), 
qui est une technique de plus en plus utilisée en peptidomique, car elle ne nécessite aucune 
préparation chimique et donc aucune modification de l’échantillon à analyser (Cox et al., 2014). 
Elle permet aussi d’analyser un grand nombre de peptides simultanément. C’est une méthode 
sans marquage où les échantillons à comparer sont introduits individuellement dans un 
spectromètre de masse, et les intensités et les fréquences des pics sont comparées dans des 
analyses séparées, afin de calculer l’abondance relative (Bantscheff et al., 2007; Mueller et al., 
2008). Dans un premier temps, il est nécessaire d’aligner les transitions de masses sélectionnées 
afin de s’assurer qu’elles correspondent à la structure du peptide ciblé (Rusconi, 2011). Ensuite, 
une optimisation de ces transitions utilisées pour créer une méthode analytique sensible serait 
envisagée (Geer et al., 2004). Ces opérations sont suivies par un traitement statistique des 
données relatives aux transitions. La quantification est basée sur la comparaison de profils MS et 
la comparaison des intensités du signal observées entre les deux échantillons (Le Bihan et al., 
2006). Ceci permet de corréler les changements de concentrations peptidiques entre de différents 
phénotypes et/ou génotypes (wild-type vs knockout) et de comparer un nombre illimité 
d’échantillon même si chaque échantillon doit être analysé individuellement (Fantuzzi and 
Dinarello, 1996; Weinstock et al., 2003; Glaser et al., 2011). L’inconvénient de cette méthode est 
que chaque variation dans la préparation, l'injection et l’analyse d’échantillon peut mener à 
plusieurs erreurs expérimentales, et compliquera de manière significative la comparaison des 
échantillons. Des changements chromatographiques peuvent survenir à la suite d'injections 
multiples d'échantillons sur la même colonne. Le biais expérimental peut donc avoir un impact 






5. 6.1 Quantification absolue par la méthode de standard interne 
La quantification absolue peut être obtenue par l'addition d'une quantité connue d'un peptide 
étalon (marqué ou non par un isotope stable). C’est ce qu’on appelle étalonnage interne 
(Ciccimaro and Blair, 2010). L’étalonnage interne, repose sur l’ajout d’une quantité connue et 
unique dans toutes les solutions étalons et tous les échantillons d’une molécule servant de 
référence durant les phases de l’analyse (Brun et al., 2007). Bien évidemment, l’étalon interne 
doit être distinguable des analytes cibles et avoir des propriétés physiques et chimiques proches 
des analytes à analyser (Lodge, 1988; Xu et al., 2005; Stokvis et al., 2005). Lors de l’analyse, les 
éventuelles variations d’intensité (instrumentales, erreur de prises d’échantillon, dilutions,…) 
dans la détection des analytes sont également observées pour les étalons internes puisque ces 
molécules se comportent de la même façon. En travaillant avec le rapport des deux signaux 
(analyte et étalon interne), il est alors possible de s’affranchir de ces variations (Finley-Jones et 
al., 2008). Par ailleurs, si l’échantillon subit un traitement au préalable, les mêmes pertes en 
analyte et en étalon interne en résultent (MacCoss and Matthews, 2005). Il est alors possible, 
grâce à cette technique, de déterminer la concentration en analyte dans l’échantillon. Ainsi, le 
traçage d’une droite de calibration ou droite d’étalonnage permet de déterminer la concentration 
des échantillons à analyser en faisant le rapport de la surface du standard interne/surface de 
l’analyte (Figure 38) (Sojo et al., 2003; Wu et al., 2005).  
 
Dans cette méthode de standard interne, les peptides sont soient marqués 1H, 12C ou 14N (léger), 
soient 2H, 13C ou 15N (lourd), ce qui permet de les différencier par leurs masses respectives 
(Schulte et al., 1998). La différence de masse entre le peptide léger et le peptide lourd dépend du 
nombre d’atomes lourds incorporés (13C, 15N, 2H) sur les résidus acides aminés du peptide. Le 
plus souvent, ce sont les résidus glycine, leucine et phénylalanine qui sont marqués car la réaction 




sont disponibles commercialement pour la synthèse de novo des peptides ciblés. Dans le cas de 
ce marquage, les propriétés physicochimiques demeurent relativement similaires tout en 
permettant de savoir si un peptide est sur ou sous exprimé vis-à-vis de la pathologie étudiée 
(Fenselau and Yao, 2009; Hall et al., 2012). Également, Il existe des marquages par dérivatisation 
chimique (Garcia et al., 2007; Abello, 2010; Liang et al., 2016), qui sont rapides et peu couteux 
tel que le marquage par l’acétylation peptidique sur l’acide aminé N-terminal et/ou sur la lysine 
de la chaine latérale avec l’acétique anhydride (Che and Fricker, 2002). 
 
Figure 38. Presentation d’une courbe de calibration et détermination de la concentration d’un 
échantillon. 
 
5. 6.2. Quantification absolue par la méthode de dilution isotopique 
La dilution isotopique est une méthode de référence pour la spectrométrie de masse permettant 
une quantification absolue des protéines dans des échantillons biologiques (Sargent et al., 2002; 
Rodríguez-González et al., 2005; Kaiser et al., 2010; Sugiyama, 2012; Lee et al., 2017;  Zhang et 
al., 2017). Cette quantification absolue consiste en une addition de quantités définies de peptides 
marqués par des isotopes stables, ce marquage est incorporé de façon chimique (Ong and Mann, 
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2003). Les peptides «légers» et les peptides «lourds» ayant les mêmes propriétés chimiques en 
tant qu’isotopes peuvent être introduits simultanément mais clairement distinguées par leur 
différence de masse (Gautier, 2012b) (Figure 39). Les valeurs quantitatives sont calculées par 
rapport au ratio de l'intensité des pics, peptide «léger» et peptide «lourd». Ainsi les spectres 
obtenus sont intégrés et à partir du ratio des spectres peptides lourd/léger étant proportionnel à la 
concentration de l'analyte (Pratt et al. 2006; Brun et al., 2007).  
 
 Une courbe de calibration peut être effectuée et un domaine de linéarité peut être établi. A l’aide 
de la courbe de calibration et la concentration du peptide recherché est alors déterminée (Gautier, 
2012 a; Breibeck et al., 2014) (Figure 40). 
 
Figure 39. Représentation schématique de la quantification par dilution isotopique. 
Les peptides «légers» et les peptides «lourds» sont introduits simultanément en HPLC-MS mais 
clairement distingués par leur différence de masse et avec une séparation fiable des deux échantillons. 
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Figure 40. Différentes étapes de la quantification peptidique par la méthode de dilution 
isotopique. 
La quantification des analytes dans un ensemble d'échantillon comprend trois étapes: l'étalonnage du 
système en utilisant des échantillons d'étalonnage (en haut), et l'analyse de l'échantillon lui-même (en bas). 
Le calcul de la concentration d'analyte dans les échantillons inconnus est effectué en utilisant la courbe de 
calibration (Villanueva et al., 2014). Ainsi, les ratios de l’aire des pics des peptides légers et lourds sont 
effectués. Une courbe de calibration est tracée. Par la suite, à partir de la courbe et en se basant sur les 
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HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 
 
Le clivage endo-protéolytique est une étape clés pour la libération de peptides bioactifs. 
Les PCs possédant un rôle physiologique important pour la biosynthèse des neuropeptides 
(Małuch et al., 2016). Elles clivent sélectivement les protéines dans des sites dibasiques ou 
monobasique (Benjannet et al., 1991; Hook et al., 2008, 2010). La séquence primaire de la 
protéine précurseur pro-tachykinine-1 inclut divers sites mono et dibasiques (figure 13). 
Cependant, le rôle des PCs dans la maturation des tachykinines et dans la formation de la SP reste 
à prouver. La première hypothèse de ce présent travail suppose que PC1 et PC2 peuvent jouer un 
rôle important dans le métabolisme des tachykinines et dans la production de la SP. 
Conséquemment la modulation de l’activité enzymatique de PC1 et/ou PC2 pourrait jouer un rôle 
important et central dans le développement de l’allodynie et l’hyperalgésie. Les fragments C-
terminaux de la SP jouent un rôle important dans l'effet pro-nociceptif (Skilling et al., 1990). Il en 
résulte que, non seulement la SP doit être considérée, mais aussi ses métabolites C-terminaux. 
Ainsi, la deuxième hypothèse de ce présent travail suggère que la protéolyse contrôle les niveaux 
endogènes de la SP et que les PREP peuvent avoir un rôle majeur dans le clivage de la SP et dans 
la production des fragments C-terminaux.   
 
Il a été démontré que PC1 et PC2 possèdent un rôle majeur dans la maturation des 
protéines précurseures associées aux peptides opioïdes. Ainsi, la troisième hypothèse suppose 
que les souris PC1-/+ et PC2-/+ auraient une réduction significative des concentrations des peptides 
opioïdes et des tachykinines. L’interdépendance entre le système pro-nociceptifs et le système 
opioïde, suggère une quatrième hypothèse qui suppose que l’absence totale de la SP (cas des 
souris Tac1 KO) provoquera une diminution significative des peptides opioïdes (DynA et EM2).  
 
Objectifs 
 (1) Caractériser le métabolisme des tachykinines et mettre en évidence le rôle des 
proprotéines convertases dans la maturation de la pro-tachykinine-1 (2) Étudier la stabilité 
métabolique de la SP et l’implication du PREP (3) Déterminer quantitativement les 
concentrations des peptides opioïde endogène chez les souris PC1-/+ et PC2-/+ (4) Déterminer 
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I. 1. Abstract 
Substance P (SP) play a central role in nociceptive transmission and it is an agonist of the 
Neurokinin-1 receptor located in the lamina I of the spinal cord. SP is a major proteolytic product 
of the protachykinin-1 primarily synthesized in neurons. Proprotein convertases (PCs) are 
extensively expressed in the central nervous system (CNS) and specifically cleave at C-terminal 
of either a pair of basic amino acids, or a single basic residue. The proteolysis control of 
endogenous protachykinins has a profound impact on pain perception and the role of PCs remain 
unclear. The objective of this study was to decipher the role of PC1 and PC2 in the proteolysis 
surrogate protachykinins (i.e. Tachykinin 20-68 and Tachykinin 58-78) using cellular fractions of 
spinal cords from wild type (WT), PC1-/+ and PC2-/+ animals and mass spectrometry. Full-length 
Tachykinin 20-68 and Tachykinin 58-78 was incubated for 30 minutes in WT, PC1-/+ and PC2-/+ 
mouse spinal cord S9 fractions and specific C-terminal peptide fragments were identified and 
quantified by mass spectrometry. The results clearly demonstrate that both PC1 and PC2 mediate 
the formation of SP and Tachykinin 58-71, an important SP precursor, with over 50% reduction 
of the rate of formation in mutant PC1 and PC2 mouse S9 spinal cord fractions.  The results 
obtained revealed that PC1 and PC2 are involved in the C-terminal processing of protachykinin 





I. 2. Introduction 
The tachykinin peptide family represents one of the most important neuropeptide family studied 
in mammals. Tachykinins are initially synthesized as inactive protein precursors, which require 
various processing enzymatic reactions to generate bioactive peptides. This typically involves 
endoproteolytic cleavage of precursors at the carboxyl side of specific dibasic residues (i.e. RR, 
RK, KR, KK), followed by the removal of basic amino acids by endopeptidases E (CPE) [1]. The 
tachykinin precursor 1 (Tac1) gene encodes the protachykinin-1 protein containing the sequence 
of four tachykinin peptides, including Substance P (SP) and Neurokinin A (NKA) [2]. Besides, 
the Tac1 gene also encodes other tachykinins, including neuropeptide K (NPK) and neuropeptide 
γ (NPγ) [3]. SP is reported to play a critical role in nociceptive transmission in the CNS [4, 5] and 
it is an agonist of the Neurokinin-1 receptor located in the lamina I of the spinal cord [6, 7]. 
Protachykinin-1 is primarily synthesized in neurons, and maturation occurred in large core dense 
vesicles present in primary afferent terminals. More specifically, a significant proportion of 
primary afferent neurons located in the dorsal root ganglia express high levels of SP and it is 
transported to both, the peripheral and central terminals. It is important to note that the expression 
of SP and NK1 correlates with intensity, frequency, and duration of pain [8-10]. 
As already suggested by previous studies [4], the protachykinin-1 protein is cleaved by the action 
of specific proteases into active neuropeptides by post-translational proteolytic processing during 
axonal transport [11]. Although, several enzymes are involved in the metabolism of the 
protachykinin-1 protein and tachykinin peptides, including neutral endopeptidase [12] and 
angiotensin converting enzyme [13], the role of proprotein convertases (PCs) remains unclear. It 
has been widely demonstrated that several neuropeptides are synthesized by the actions of PCs 
and specific endopeptidases [11, 12, 14, 15]. Comprehensive studies demonstrated that PC1 and 




or a single residue (R or K) [16, 17]. The role of PCs in the protachykinin-1 protein C-terminal 
processing remains to be demonstrated, but the primary sequence of the protein suggests that PC1 
and PC2 could play an important role in the release of SP. Precisely, PC1 and PC2 could be 
important in the synthesis of SP by cleaving at specific sites illustrated in Figure 1. The 
regulation of endogenous SP levels by proteolysis of precursor peptides is very important and can 
help to better understand the cellular and molecular mechanisms of pain. 
Our main hypothesis is that PC1 and PC2 are important proteolytic enzymes involve in the 
processing of protachykinin-1 resulting into SP, an important neuropeptide. Tach20-68 and Tach58-
78 will be used as surrogate peptides to demonstrate specific cleavage sites shown in Figure 1. 
Accordingly, the main objective of this study was to decipher the role of PC1 and PC2 in the 
proteolysis control of Tach20-68 and Tach58-78 levels using cellular fractions of spinal cords from 
wild type (WT), PC1-/+ and PC2-/+ mice. Major metabolite fragments will be identified by high-
resolution mass spectrometry and the quantification of specific fragment peptides (i.e. Tach58-71, 
Tach58-70, SP) will be performed by HPLC-MS/MS.   
I. 3. Materials and Methods 
I. 3. 1. Chemicals and reagents 
b-Preprotachykinin20-68 (Tach20-68), b-Tachykinin58-71 (Tach58-71), b-Tachykinin58-70, Substance P 
(SP) and Substance P3-11 (SP3-11) were purchased from Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, CA, 
USA). b-Tachykinin58-78 (Tach58-78) and deuterium labeled analogue peptides were synthesized 
(CanPeptide, Inc., Pointe-Claire, QC, Canada). Proteomic grade trypsin, dithiothreitol (DTT), 
iodoacetamide (IAA), hydrochloric acid (HCl), formic acid, water (LC-MS Optima grade), 
acetonitrile (LC-MS Optima grade), hexane, trifluoroacetic acid (TFA), sodium phosphate 




I. 3. 2. Sample Preparation 
Spinal cord tissues (n=6 per genotypes) from male wild type (C57BL/6J), male PC1-/+ (product 
#006327) and male PC2-/+ mice (product #002963) were obtained from The Jackson Laboratory 
(Bar Harbor, Maine, USA) and kept frozen at -80 °C until analysis. Heterozygote animals only 
were used since PC1-/- and PC2-/- exhibit many abnormalities and the survival rate after one week 
is extremely low. Animal genotyping was performed for each animal by Jackson Laboratory 
using a standard PCR assay. Only heterozygous and normal animals were selected for this study. 
All mice were 8 weeks old at time of tissues collection. The animals from all groups (WT, PC1-/+ 
and PC2-/+) were euthanized with an overdose of isoflurane followed by a transection of the 
cervical spine. A flush of saline was performed within the spinal canal to collect the spinal cord 
lumbar enlargement. Tissue samples were snap-frozen in cold hexane (60 °C) and stored 
immediately at -80 °C pending analyses. The study protocol was approved by the Institutional 
Animal Care and Use Committee of the Faculty of Veterinary Medicine of the University of 
Montreal and it was performed in accordance with the guidelines of the Canadian Council on 
Animal Care. 
For each animal group, three spinal cords were pooled and homogenized in a 0.1 M phosphate 
buffer, pH 7.4 at a ratio of 1:5 (w:v). Samples were sonicated 20 minutes and the homogenates 
were centrifuged at 9,000 g for 20 minutes. The total amount of protein in each supernatant was 
determined using the standard Coomassie protein assay (Bradford). This procedure was necessary 
in order to assure the same amount of protein was used for each experiments. Supernatant 
aliquots, designated as S9 fractions, were kept à -80 °C until usage.  
I. 3.3. Metabolism study  
The incubations were performed minimally in triplicate. The incubations were performed in a 




fraction proteins diluted in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Spinal cord S9 enzyme suspensions 
(total volume of 1 mL) were preincubated with 1 mM CaCl2 in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) 
at 37° C for 5 min prior fortification with Tach20-68 or Tach58-78. Immediately after fortification of 
the full-length peptide into the spinal cord S9 fraction suspension containing 1mM CaCl2, the 
sampling point for t=0 was taken, and the reaction was quenched after 30 minutes incubation. 
One hundred microliters of samples were taken and mixed with 100 µL of an aqueous solution 
containing 1% TFA to stop the reaction. Samples were centrifuged at 12 000 g for 10 min and 
150 µL of the supernatant was transferred into an injection vial and spiked with 150 µL of the 
deuterated internal standard solution (50 pmol/mL labeled peptides in 0.1% TFA) for mass 
spectrometry analysis. The rate of formation (vi) was calculated based on the concentration of 
each metabolite measured after 30 minutes incubation of the full-length peptides using Equation 
1. 
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I. 3. 4. Instrumentation 
The HPLC-MS/MS system included a Thermo Accela autosampler, a Thermo Accela pump and a 
Thermo LTQ-XL Linear Ion Trap Mass Spectrometer (San Jose, CA, USA). Linear ion trap 
instruments typically have unit mass resolution throughout the mass range. The instrument was 
calibrated and the resolution was set at 0.5-0.7 Da at full width at half maximum (FWHM). 
Further analyses were performed using a Thermo Scientific Q-Exactive Orbitrap Mass 
Spectrometer (San Jose, CA, USA) interfaced with a Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid 
Separation UHPLC system using a pneumatic assisted heated electrospray ion source.  
Data were acquired and analyzed with Xcalibur (San Jose, CA, USA), and regression analyses 
were performed with PRISM (version 6.0f) GraphPad software (La Jolla, CA, USA) using 




were constructed from the peak-area ratios of targeted neuropeptides and corresponding 
deuterated labeled peptides used as internal standards.  
 
I. 3. 5. Peptide fragments identification 
The identification of Tach20-68 and Tach58-78 C-terminal processing fragments were performed 
using a hybrid Quadrupole-Orbitrap MS instrument (i.e. Q-Exactive Orbitrap Mass Spectrometer). 
MS detection was performed in positive ion mode and operating in scan mode at high-resolution, 
and accurate-mass (HRAM). Nitrogen was used for sheath and auxiliary gases and they were set 
at 10 and 5 arbitrary units. The heated ESI probe was set to 4000 V and the ion transfer tube 
temperature was set to 300 °C. The scan range was set to m/z 200-2000. Data was acquired at a 
resolving power of 140,000 (FWHM), resulting to a scanning rate of » 700 msec/scan when using 
automatic gain control target of 3.0 x 106 and maximum ion injection time of 200 msec. Product 
ion spectra were acquired a resolving power of 17,500 (FWHM), using automatic gain control 
target of 1.0x106 and maximum ion injection time of 100 msec. The collision energy set to 25 
and the isolation window was set to 1.5 Da. Instrument calibration was performed prior all 
analysis and mass accuracy was notably below 1 ppm using Thermo Pierce calibration solution 
and automated instrument protocol. All possible C-terminal processing metabolites were 






I. 3. 6. Protein extraction from S9 fraction and PC1/PC2 MS analysis 
Fifty µL (i.e. precise volume varied to obtain exactly 0.5 mg of proteins) of the S9 suspension 
was transferred to a microcentrifuge tube. The proteins were denatured by heating at 120˚C for 
10 min using heated reaction block. The solution was allowed to cool down 15 minutes and 
proteins were reduced with 20 mM DTT and the reaction was performed at 60 ˚C for 60 minutes. 
Then proteins were alkylated with 40mM IAA and the reaction was performed at room 
temperature for 30 min. Two µg of proteomic-grade trypsin was added and the reaction was 
performed at 40˚C for 24h. The protein digestion was quenched by adding 50 µL of a 1% TFA 
solution. Samples were centrifuged at 12,000 g for 10 min and 75 µL of the supernatants were 
transferred into injection vials for analysis. The HPLC system was a Thermo Scientific UltiMate 
3000 Rapid Separation UHPLC system. The chromatography was achieved using a gradient 
mobile phase along with a microbore column Thermo Biobasic C8 100 × 1 mm, with a particle 
size of 5 µm. The initial mobile phase condition consisted of acetonitrile and water (both fortified 
with 0.1% of formic acid) at a ratio of 5:95. From 0 to 2 minute, the ratio was maintained at 5:95. 
From 2 to 92 minute, a linear gradient was applied up to a ratio of 50:50 and maintained for 2 
minutes. The mobile phase composition ratio was reverted at the initial conditions and the 
column was allowed to re-equilibrate for 15 minutes. The flow rate was fixed at 75 µL/min and 2 
µL of sample were injected. A Thermo Scientific Q-Exactive Orbitrap Mass Spectrometer was 
interfaced with a Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation UHPLC system using a 
pneumatic assisted heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion 
mode and operating in scan mode at high-resolution, and accurate-mass (HRAM). Nitrogen was 
used for sheath and auxiliary gases and they were set at 10 and 5 arbitrary units. The heated ESI 




was set to m/z 500-1200. Data was acquired at a resolving power of 140,000 (FWHM), resulting 
to a scanning rate of » 700 msec/scan when using automatic gain control target of 3.0x106 and 
maximum ion injection time of 200 msec. Product ion spectra were acquired a resolving power of 
17,500 (FWHM), using automatic gain control target of 1.0x106 and maximum ion injection time 
of 100 msec. The collision energy set to 25 and the isolation window was set to 1.5 Da. 
Instrument calibration was performed prior all analysis and mass accuracy was notably below 1 
ppm using Thermo Pierce calibration solution and automated instrument protocol. All analysis 
were performed in triplicate. PC1 (P63239) and PC2 (P21661) protein sequences were obtained 
from the The Universal Protein Resource (UniProt) databases. In silico protein digestions, 
peptide mass fingerprinting and MS/MS fragment ion fragmentation were performed using 
mMass [25]. Data analyses were performed using Thermo Scientific SIEVE (ver 2.1) and 
PINPOINT (ver 1.4) software (San Jose, CA, USA). The quantification of PC1 and PC2 in S9 
fraction was performed at the MS level using a label-free approach and specific tryptic peptides 
[26].  
I. 3. 7. Bioanalytical methods 
The chromatography was achieved using a gradient mobile phase along with a microbore column 
Thermo Biobasic C8 100 × 1 mm, with a particle size of 5 µm. The initial mobile phase condition 
consisted of acetonitrile and water (both fortified with 0.1% of formic acid) at a ratio of 5:95. 
From 0 to 1 min, the ratio was maintained at 5:95. From 1 to 12 min, a linear gradient was 
applied up to a ratio of 45:55 and maintained for 3 min. The mobile phase composition ratio was 
reverted at the initial conditions and the column was allowed to re-equilibrate for 15 min for a 
total run time of 32 min. The flow rate was fixed at 75 µL/min and 2 µL of sample were injected 
using full loop mode. All targeted neuropeptides and deuterium labeled peptides eluted between 




assisted electrospray ion source (ESI). The sheath gas was set to 25 units and the ESI electrode 
was set to 4000 V in positive mode. The capillary temperature was set at 300 °C and the ion 
transfer tube voltage to 46 V. All scan events were acquired with a 100 ms maximum injection 
time. An activation q = 0.25 and activation time of 30 ms were used for all targeted peptides. The 
mass spectrometer operated for quantitative analyses in full scan MS/MS and the quantification 
was based on specific post-processing SRM extracted ion chromatograms. Specific analysis 
details are presented in Table 1. A specific production ion was used to generate post acquisition 
SRM extracted ion chromatograms for quantification purposes. The method used an isotope 
dilution mass spectrometry (IDMS) strategy for the quantification of the targeted peptides. The 
peptide concentrations were determined using the peak area ratio of the light and heavy analog 
peptide. Tach20-68 and Tach58-78 quantification was performed using d5-SP as an internal standard 
and a calibration curve was constructed using Tach20-68 and Tach58-78 standards. The labeled 
peptides were used at a constant concentration of 50 pmol/mL.  
I. 3. 8. Statistical analysis 
All data were analyzed using a one-way ANOVA followed by Dunnett multiple comparison test. 
Significance was set a priori to p < 0.05. The statistical analyses were performed using PRISM 
(version 6.0f). 
I. 4. Results and Discussion 
I. 4. 1. Analysis of PC1 and PC2 in mouse spinal cord S9 fractions  
Peptide mass fingerprinting (PMF) is an analytical strategy used to identify and quantify proteins 
by assigning specific proteolytic fragment masses with in silico peptide masses generated using 
protein databases and specific digestion algorithms. The method involves that intact proteins are 




This method relies on the premise that every unique protein will have a distinctive set of peptides, 
consequently unique peptide masses can be found. Moreover, the PMF workflow is 
complemented by matching of MS/MS data for additional peptide sequence characterization. One 
important objective was to quantify PC1 and PC2 in WT, PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cord S9 
fractions using high-resolution MS. The analytical strategy proposed in this is based on a targeted 
PMF method that specifically relies on upstream identification of specific PC1 and PC2 
proteolytic peptides using in silico digestion to generate a mass list. To avoid false identification, 
only doubly and triply charges ions were survey. The protein analyses were performed using a 
hybrid Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer operating in MS at a resolution of 140,000 
(FWHM) and in MS/MS at a resolution of 17,500 (FWHM). Several PC1 and PC2 tryptic 
peptides were identified but the observed abundances were generally low. However, two specific 
proteolytic peptides for PC1 and PC2 were observed within 1 ppm of the exact mass. Specific 
XIC's (exact mass ± 5 ppm) of each targeted proteotypic peptides was used to perform label-free 
relative quantification based on observed ion abundance. As shown in Figure 2, PC1 and PC2 are 
significantly down regulated in PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cord S9 fractions respectively. 
Additionally, theses peptides were analyzed by MS/MS and spectra were dominated by y-type 
fragment ions with low abundance b ions, based on the Roepstorff and Fohlman nomenclature 
[18]. All collected MS/MS spectra were coherent with the amino acid sequence of each tryptic 
peptide. 
 
I. 4.2. High-resolution mass spectrometry analysis 
Tach20-68 and Tach58-78 were used as surrogate peptides to foster a better understanding of the 
degradation of the protachykinin-1 protein containing the sequence of four tachykinin peptides, 




mouse spinal cord S9 fractions with full-length Tach20-68 and Tach58-78 for 30 min and then 
analyzed the quenched reactions using a hybrid Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer 
operating in full-scan mode at high-resolution (i.e. 140 000 FWHM), and accurate-mass (HRAM). 
The total ion chromatogram (TIC) following experiments with Tach20-68 and specific extracted 
ion chromatogram (XIC) shown in Figure 3 reveal that many expected peptide fragments were 
observed. Moreover, as illustrated in Table 2, mass accuracy observed were between -1.6 to 1.5 
ppm for all detected peptide fragments. Interestingly, data clearly demonstrate that SP and SP 
metabolites are generated from full-length Tach20-68 in mouse spinal cord S9 fractions. 
Specifically, SP, SP8-11 and SP1-7 were the most abundant peptide fragments observed. As 
suggested in Figure 1, C-terminal processing of Tach20-68 by PC1 or PC2 can lead to the 
formation of SP.  
Figure 4 shows the total ion chromatogram (TIC) following experiments with Tach58-78 and 
specific extracted ion chromatogram (XIC). Again, many expected peptide fragments were 
observed, particularly C-terminal fragments.  A list of the most abundant peptide fragments was 
shown in Table 2. The observed mass accuracy observed was between -1.2 - 2.2 ppm for all 
detected peptide fragments. C-terminal processing of Tach58-78 in mouse spinal cord S9 fractions 
lead to the formation of Tach58-71, an important precursor of SP. It is well know that Tach58-71 will 
be cleave by endopeptidases E (CPE) and form Tach58-70 and Tach58-69 and then process by 
peptidylglycine monooxygenase (PAM) or peptidylglycine hydroxylase (PHM) to form SP. 
These results are very interesting since as suggested in Figure 1, C-terminal processing of Tach58-
78 by PC1 or PC2 can lead to the formation of Tach58-71 a precursor of SP. Please note that all 
MS/MS spectra acquired in high-resolution were compatible with the amino acid sequence of the 






I. 4. 3. Quantitative analysis and Isotopic Dilution Method 
Full-scan and product ion mass spectra for all peptides and internal standards were obtained in 
positive ion mode. The full-scan electrospray mass spectrum of targeted peptides displayed the 
formation of characteristic pseudo molecular ions [M+nH]n+ and the fragment ions observed in 
MS/MS spectra were annotated based on the Roepstorff and Fohlman nomenclature [18]. Details 
on MS parameters and SRM transitions are reported in Table 3. Full-scan and product ion mass 
spectra are necessary to identify and characterize each neuropeptide. The full-scan electrospray 
mass spectra of targeted neuropeptides showed a base peak pseudo molecular ions at m/z 994.6 
(6+) for Tach20-68, 602.5 (+4) for Tach58-78, 564.0 (+3) for Tach58-71, 512.0 (+3) for Tach58-70 and 
674.5 (+2) for SP. Corresponding labeled peptides show compatible pseudo molecular ion 
profiles. All precursor ion masses are listed for each unlabeled and labeled peptide in Table 3. 
Figure 5 presents product ion spectra (MS/MS) for targeted tachykinin peptides obtained and 
typical b and y positive ion fragments were observed. The observed collision-induced 
dissociation spectra were all compatible with the peptide sequences. Additionally, we selected 
and optimized the most abundant and specific product ion for each peptide to generate post 
acquisition SRM extracted ion chromatograms in order to achieve the best sensitivity, selectivity 
and reproducibility. Furthermore, selected SRM transitions were monitored for mouse spinal cord 
S9 fractions and compared with reference materials. The overlay SRM extracted ion 
chromatograms display in Figure 5 demonstrate a suitable concordance between peptide 
reference standards and peptides observed in spinal cord S9 fractions following the degradation 
of full-length tachykinin peptides. Due to the important dilution factor of spinal cord S9 fraction 
used during this study, the endogenous levels were below the limit of quantification. The heavy-
label versions of Tach58-71, Tach58-70 and SP were spiked in spinal cord S9 fractions to quantify 
specific N-terminal and C-Terminal Tach20-68 and Tach58-78 metabolite fragments.  After 




concentration of 50 pmol/mL would lead to adequate measurements of each targeted peptide 
using SRM transitions. All labeled peptides are clearly distinguishable from unlabeled version by 
mass spectrometry, and the ratio of the unlabeled peptides to stable isotope-labeled peptides 
found in mouse spinal cord S9 fraction supernatants can be used to calculate the absolute 
concentration of each peptide monitored. The linearity response was tested at concentration 
raging from 1 to 500 pmol/mL for each targeted peptide. Correlation assessments between 
measured peak area ratios and nominal concentrations were performed and results show excellent 
correlations (R2 = 0.9935 to 0.9986). The precision and accuracy results are shown in Table 4 for 
all targeted tachykinin peptides. Accordingly, the analytical method provided adequate figures of 
merit for targeted peptide analysis performed during this study. 
I. 4. 4. Metabolic stability of Tach20-68 and Tach58-78 in mouse spinal cord S9 fractions 
Tachykinins concentration in mouse spinal cord is regulated by proteolysis generating a series of 
peptide metabolites. Tissue S9 fractions are commonly used to study metabolism since this 
fraction contains the cytosol and microsomes [19, 20]. To determine the pathways for Tach20-68 
and Tach58-78 degradation in mouse spinal cord S9 fractions, we incubated spinal cord S9 
fractions with full-length Tach20-68 and Tach58-78 for 30 min and then analyzed the quenched 
reactions by HPLC-MS/MS to determine the metabolic stability and identify specific N-terminal 
and C-terminal fragments produced. The Figure 6 revealed that proteolysis of Tach20-68 and 
Tach58-78 is occurring in mouse spinal cord S9 fractions. The results show that > 87% of the full-
length peptides degraded in 30 minutes. Furthermore, negative control (i.e. no S9 proteins) shows 
no degradation after a 30 minutes incubation period for both full-length peptides. Results 
presented in Figure 3, 4 and 6 revealed significant Tach20-68 and Tach58-78 degrading activity in 





I. 4. 5. Contribution of PC1 and PC2 in Tach20-68 C-terminal processing  
Neuropeptides are synthesized as larger precursors that undergo endoproteolysis at specific sites. 
Several neuropeptide-processing enzymes were identified in mammalian cells [1, 21, 22]. 
Proprotein convertase family including PC1 and PC2 are known to be present in numerous 
neuroendocrine cells. Specifically, PC1 and PC2 cleaved at the C-terminal side of paired or 
single basic residue within proneuropeptides [11]. Proteines convertases processing yields 
neuropeptide intermediates with C-terminal basic residues (R or K) that are removed by 
carboxypeptidase E [23].  As suggested in Figure 2, we believed that PC1 or PC2 could cleave 
Tach20-68 in between R57R58 to form SP. Full-length Tach20-68 was incubated for 30 minutes in 
WT, PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cord S9 fractions and metabolites quantified by HPLC-
MS/MS. The rate of formation (vi) was determined using Equation 1. Interestingly, as shown in 
Figure 7A, Tach20-68 cleavage between R57R58 to form SP occurred and the rate of formation (vi) 
is significantly impeded in PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cord S9 fractions. Cleavage after the 
pair basic amino acid was not observed (R57R58P59) since the arginine (R) residue at position 58 is 
followed by a proline (P). These results clearly demonstrate that PCs regulate SP concentration 
through C-terminal processing of protachykinin-1 protein and related propeptides. 
I. 4. 6. Contribution of PC1 and PC2 in Tach58-78 C-terminal processing  
Full-length Tach58-78 was incubated for 30 minutes in WT, PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cord 
S9 fractions and specific C-terminal peptide fragments were quantified by HPLC-MS/MS. The 
rate of formation (vi) was determined using Equation 1. Figure 7B distinctly demonstrate that 
PC1 and PC2 are involved in the proteolysis of Tach58-78 in the spinal cord. The results 
demonstrate that PC2 mediate the processing of Tach58-78 to Tach58-71 cleaving immediately after 
a pair of basic amino acids (i.e. K70R71D72).  Despite not being statistically significant, the rate of 




rate of formation (vi) of downstream metabolites, including Tach58-70 and SP was significantly 
hampered in both, PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cord S9 fractions. We believe these results 
shown the importance of PC1 and PC2 in the C-terminal processing of protachykinin-1 protein 
and related propeptides in the regulation of SP concentration in the spinal cord.  
I. 5. Conclusion 
The results obtained revealed that PC1 and PC2 are involved in the C-terminal processing of 
protachykinin peptides and suggest a major role in the maturation of the protachykinin-1 protein. 
As already presented, the protachykinin-1 protein is cleaved by the action of specific proteases 
into active neuropeptides during axonal transport. Interestingly, depolarization of a neuron 
containing proneuropeptides stimulates proprotein convertases processing [24]. As a consequence, 
the stimulation of proprotein convertases processing will result in the liberation of higher 
concentration of SP into the intersynaptic space since both PC1 and PC2 are involved in the C-
terminal processing of protachykinin peptides. Thus PCs could be a drug targets with the premise 
of partially inhibiting the release of SP. However, further study is needed since partial inhibition 
of PC1 or PC2 may also impact the endogenous opioid system.   
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I. 8. Table legend 
 
Table 1. Principal peptide fragments observed following the incubation of Tach20-68 in mouse 






































SP RPKPQQFFGLM(NH2) 2 674.3716 674.3713 0.45 
SP3-11 KPQQFFGLM(NH2) 2 547.7944 547.7951 1.28 
SP8-11 FGLM(NH2) 1 466.2483 466.2490 1.50 
SP1-7 RPKPQQF 2 450.7561 450.7566 1.11 






Table 2. Principal peptide fragments observed following the incubation of Tach58-78 in mouse 
spinal cord S9 fractions 
 


























Tach58-69 RPKPQQFFGLMG 2 703.3741 703.3740 -0.14 
SP RPKPQQFFGLM(COOH) 2 674.8634 674.8637 0.45 
SP1-9 RPKPQQFFGL 2 552.8011 552.8020 1.63 






Table 3. Summary of peptide quantification parameters used for HPLC-MS/MS analysis and 
post processing SRM 
 
Peptide Precursor ion (m/z) 
Charge state 







994.6 6 1137.0 y37 4+ 35 






























Table 4. Summary of peptide quantification figure of merits obtain in fortified S9 fractions 
Peptides Spinal cords S9 fractions  Accuracy (%NOM) Precision (%CV) R2 
    
Tach20-68 95.2 - 110.3 3.2 - 10.7 ≥ 0.9954 
Tach58-78 94-5 - 105.6 1.8 - 6.8 ≥ 0.9935 
Tach58-71 96.4 - 100.9 1.5 - 11.3 ≥ 0.9986 
Tach58-70 95.2 - 100.7 1.1 - 12.2 ≥ 0.9954 






I. 9. Figure legend 
 
 
Figure 1. Protachykinin-1 processing by proprotein convertases (PC1 and PC2). Tachykinins 
have several paired and single basic amino acid cleavage sites and based on the sequence, various 







Figure 2. Determination of the relative abundance of PC1 and PC2 in mouse spinal cord S9 
fractions using a bottom-up proteomic based analytical strategy. (A) Two specific PC1 tryptic 
peptides were identified and peak abundance (m/z 903.0196 ± 5 ppm; m/z 959.0333 ± 5 ppm) 
were significantly down-regulated in PC1-/+ but remain unchanged in PC2-/+. (B) Also, two 
specific PC2 tryptic peptides were identified and peak abundance (m/z 922.9860 ± 5 ppm; m/z 







Figure 3. Total Ion Chromatograms (TIC) and specific Extracted-ion chromatograms (XIC) for 
targeted tachykinin peptides following the incubation of Tach20-68 in mouse spinal cord S9 
fractions. XIC's were generated using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction 
window. Overley XIC's of time 0 (black) and time 30 min (red) reveal the apparition of specific 








Figure 4. Total Ion Chromatograms (TIC) and specific Extracted-ion chromatograms (XIC) for 
targeted tachykinin peptides following the incubation of Tach58-78 in mouse spinal cord S9 
fractions. XIC's were generated using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction 
window. Overley XIC's of time 0 (black) and time 30 min (red) reveal the apparition of specific 







Figure 5. Product ion spectra (MS2) of Tach20-68, Tach58-78, Tach58-71, Tach58-70 and SP. Overlay 







Figure 6. Evaluation of the metabolic stability of Tach20-68 and Tach58-78 in mouse spinal cord S9 
fractions. The degradation of full-length peptides occurred only with the presence of S9 proteins 
and demonstrates that Tach20-68 and Tach58-78 undergoes proteolytic processing in mouse spinal 







Figure 7. Assessments of PC1 and PC2 involvement in the proteolysis of Tach20-68 (A) and 
Tach58-78 (B). Results suggest that PC1 and PC2 are involved in the proteolytic processing of 
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II. 1. Abstract 
Tachykinins are a family of pronociceptive neuropeptides with a specific role in pain and 
inflammation. Several mechanisms regulate endogenous tachykinins and Substance P (SP) levels, 
including the differential expression of protachykinin mRNA and the controlled secretion of 
tachykinins from neurons. Proteolysis is suspected to regulate extracellular SP concentrations but 
few studies were conducted on the metabolism of proneuropeptides and neuropeptides. Here, we 
provide evidence that proteolysis controls SP levels in the spinal cord leading to the formation of 
active C-terminal fragments. Using high-resolution mass spectrometry, specific tachykinins 
fragments were characterized and quantified. The metabolic stability of β-Tachykinin58-71 and SP 
were very short resulting in half-life of 5.7 and 3.5 minutes respectively. Several C-terminal 
fragments were identified, including SP3-11, SP5-11 and SP8-11, which conserve affinity for the 
Neurokinin 1 receptor. Interestingly, the metabolic stability of C-terminal fragments was 
significantly superior.  Two specific Prolyl endopeptidase inhibitors were used and showed a 
significant reduction in the rate of formation of SP3-11 and SP5-11 providing strong evidence that 




I. 2. Introduction 
The substance P (SP) belongs to the tachykinin family and it is one of the most extensively 
studied neuropeptides. SP is widely distributed within the central nervous system (CNS) and it is 
a recognized neurotransmitter and a modulator of pain (Gao and Peet 1999, Ribeiro-da-Silva and 
Hokfelt, 2000; Pailleux et al., 2013). The tachykinin precursor 1 (Tac1) gene encodes the 
protachykinin-1 protein containing the sequence of four tachykinin peptides, including SP (Cao 
et al., 1998, Basbaum, 1999). The protachykinin-1 protein is believed to be cleaved by the action 
of specific proteases into active neuropeptides by post-translational proteolytic processing during 
axonal transport (Hook et al., 2008). More specifically, recent studies outlined the significant 
contribution of the prohormone convertases PC1/3 and PC2 in the C-terminal processing of 
protachykinin peptides (Miller et al., 2003) and suggest a major role in the maturation of the 
protachykinin-1 protein (Saidi et al., 2015). Specifically, PC1/3 and PC2 are important in the 
synthesis of β-tachykinin58–71, a known precursor of SP (Pailleux et al., 2013). The β-tachykinin 
58–71 (Tach58-71) is then processed to SP by the action of specific carboxypeptidases E (CPE) 
(Fricker, 2005; Hook et al., 2008), following C-terminal amidation by peptidylglycine-α-
amidating mono-oxygenase (PAM) leading to the biosynthesis of SP (Fig.1). Several 
mechanisms regulate endogenous tachykinins and SP levels, including the differential expression 
of protachykinin mRNA and the controlled secretion of tachykinins from neurons. Proteolysis is 
suspected to regulate extracellular SP concentrations (Mitchell et al., 2013). It is well known that 
upon their release, SP can be attacked, cleaved and inactivated by numerous enzymes (Snijdelaar 
et al., 2000). Several enzymes were suspected to be involved in the conversion of SP to specific 
N- and C-terminal fragments. Moreover, the action of some of these enzymes will lead to SP 
fragments preserving noticeable biological activities (Fig.1). In a previous study, we have shown 
the up-regulation of two major C-terminal SP fragments, SP3–11 and SP5–11 using a rat model of 




processing of Tach58–71 or SP by the action of proline-specific endopeptidases prolyl-
endopeptidases. As previously shown, the prolyl-endopeptidases (PREP) catalyzed the hydrolysis 
of Pro-X bond of peptides with primary sequence shorter than 30 amino acids (Polgár, 2002; 
Nolte et al., 2009). The expression of PREP mRNA in the spinal cord was described and it was 
suggested that tachykinin peptides can be hydrolyzed by PREP (Nolte et al., 2009). Enzyme 
catalyzing reaction yield and rate heavily depends on the thermodynamic stability of the enzyme-
substrate complex (Berg et al., 2002). The reaction leading to the formation of SP3–11 and SP5–11 
required the formation of two distinct enzyme-substrate complexes implying that one structure is 
probably thermodynamically more favorable compared to the other. It is known that C-terminal 
SP fragments play an important role in the overall SP pronociceptive effect favoring the release 
of the excitatory amino acids (Skilling et al., 1990). However, SP and C-terminal SP fragments 
have distinctive binding affinities with the NK1 receptor (Vasiliou et al., 2007, Mistrova et al., 
2016) and the resulting effect will depend greatly on the relative abundance of metabolite 
fragments. Agonists of NK1 receptors affect the postsynaptic membrane and provoke a sustained 
slow depolarization that significantly contributes to the development of secondary hyperalgesia. 
The relative expression of Tach58–71, SP, SP3–11 and SP5–11 will inherently affect pain 
transmission mechanisms, including pronociceptive and most likely antinociceptive actions. 
Consequently, not only SP should be considered, but the SP precursor Tach58–71 and SP 
metabolites can have important functions during the development of secondary hyperalgesia. 
Our main hypothesis is that proteolysis controls physiological SP levels in spinal cords leading to 
the formation of active C-terminal SP fragments. The objectives of this study were initially to 
develop and validate a HPLC–MS/MS assay to characterize and quantify specific tachykinins 
peptides. The secondary objective was to assess the metabolic stability of Tach58-71, SP and 




processing of Tach58-71 and SP in the spinal cord by using two specific Prolyl endopeptidase 
inhibitors. 
II. 3. Materials and Methods 
II. 3. 1. Chemicals and reagents 
b-Tachykinin58-71 (Tach58-71), b-Tachykinin58-70, Substance P (SP), Substance P3-11 (SP3-11), 
Substance P5-11 (SP5-11), Substance P8-11 (SP8-11), Substance P1-9 (SP1-9) and Substance P1-7 (SP1-7) 
were purchased from Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, CA, USA). Deuterium labeled 
analogue peptides were synthesized (CanPeptide, Inc., Pointe-Claire, QC, Canada). Formic acid, 
water (HPLC-MS Optima grade), acetonitrile (HPLC-MS Optima grade), hexane, trifluoroacetic 
acid (TFA), sodium phosphate dibasic and sodium phosphate monobasic were purchased from 
Fisher Scientific (NJ, USA).  
II. 3. 2. Sample Preparation 
Spinal cord tissues (n=6 per) from male wild type (C57BL/6J) were obtained from The Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) and kept frozen at -80 °C until analysis. All mice were 8 
weeks old at time of tissues collection. The animals were euthanized with an overdose of 
isoflurane followed by a transection of the cervical spine. A flush of saline was performed within 
the spinal canal to collect the spinal cord lumbar enlargement. Tissue samples were snap-frozen 
in cold hexane (-60 °C) and stored immediately at -80 °C pending analyses. The study protocol 
was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Faculty of Veterinary 
Medicine of the University of Montreal and it was performed in accordance with the guidelines 
of the Canadian Council on Animal Care. 
All six spinal cords were pooled and homogenized in a 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 at a ratio 




g for 20 minutes. The total amount of protein in each supernatant was determined using the 
standard Coomassie protein assay (Bradford). This procedure was necessary in order to assure the 
same amount of protein was used for each experiment. Supernatant aliquots, designated as S9 
fractions, were kept à -80 °C until usage. Each aliquot was submitted to only one cycle of freeze 
and thaw in order to assure maximum enzymatic activities.   
II. 3. 3. Metabolism study  
The incubations were performed minimally in triplicate. The incubations were performed in a 
microcentrifuge tube and contained 2 µM of Tach58-71, SP, SP3-11, SP5-11, SP8-11, SP1-9 or SP1-7, 
0.25 mg/mL of S9 fraction proteins diluted in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Spinal cord S9 
enzyme suspensions (total volume of 1 mL) were pre-incubated with 1mM CaCl2 in 0.1 M 
phosphate buffer (pH 7.4) at 37 °C for 5 min prior fortification with Tachykinin peptides. 
Immediately after fortification of the full-length peptide into the spinal cord S9 fraction 
suspension, the sampling point for t=0 was taken, and the reaction was quenched after 5, 10, 15, 
20 and 30 minutes incubation for metabolic stability assessments. One hundred microliters of 
samples were taken and mixed with 100 µL of an aqueous solution containing 1% TFA to stop 
the reaction. Samples were centrifuged at 12 000 g for 10 min and 150 µL of the supernatant was 
transferred into an injection vial and spiked with 150 µL of the deuterated internal standard 
solution (50 pmol/mL labeled peptides in 0.1% TFA) for mass spectrometry analysis. The 
depletion profile was used to determine the metabolic stability of each peptide in mouse spinal 
cord S9 fraction suspensions using a first order kinetic model shown in Equation 1. 
5( = 54678( (1) 
And the peptide half-life was determined using Equation 2. 




Moreover, the rate of formation (vi) was calculated based on the concentration of each peptide 
fragment measured after 10 minutes incubation of the full-length peptides using Equation 3. 
!" = $[&]$( =
[)*)("$*	,-./0*1(2]
:4	0"1   (3) 
II. 3. 4. Proteases inhibitor studies using specific Prolyl Endopeptidase  
The incubations were performed minimally in triplicate. N-terminal processing of Tach58-71 and 
SP will be specifically investigated with this experiment. Mouse spinal cord S9 fraction 
suspensions were pre-incubated at 37 ˚C for 10 minutes separately with each inhibitor (i.e. Z-Pro-
Prolinal (Prolyl endopeptidase) and S-17902 (Prolyl endopeptidase) at two specific 
concentrations, 0.2 and 2 µM. Tach58-71 or SP were spiked at 2 µM in the mouse spinal cord S9 
fraction suspension and the reaction was quenched after 10 minutes reaction. One hundred 
microliters of samples were taken and mixed with 100 µL of an aqueous solution containing 1% 
TFA to stop the reaction. Samples were centrifuged at 12 000 g for 10 min and 150 µL of the 
supernatant was transferred into an injection vial and spiked with 150 µL of the deuterated 
internal standard solution (500 pmol/mL for precursors and 50 pmol/mL labeled C-terminal 
peptide fragments in 0.1% TFA) for mass spectrometry analysis. The rate of formation (vi) was 
calculated based on the concentration of each specific peptide fragment measured after 10 
minutes incubation of the full-length peptides using Equation 3.  
II. 3. 5. Chromatographic conditions 
The HPLC system was a Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation UHPLC system 
(San Jose, CA, USA). The chromatography was achieved using a gradient mobile phase along 
with a microbore column Thermo Biobasic C8 100 × 1 mm, with a particle size of 5 µm. The 
initial mobile phase condition consisted of acetonitrile and water (both fortified with 0.1% of 
formic acid) at a ratio of 5:95. From 0 to 1 minute, the ratio was maintained at 5:95. From 1 to 12 




mobile phase composition ratio was reverted at the initial conditions and the column was allowed 
to re-equilibrate for 15 minutes for a total run time of 29 minutes. The flow rate was fixed at 75 
µL/min and 2 µL of sample were injected.  
II. 3. 6. Mass Spectrometry conditions 
A Thermo Scientific Q-Exactive Orbitrap Mass Spectrometer (San Jose, CA, USA) was 
interfaced with a Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation UHPLC system using a 
pneumatic assisted heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion 
mode and operating in scan mode at high-resolution and accurate-mass (HRAM). Nitrogen was 
used for sheath and auxiliary gases and they were set at 10 and 5 arbitrary units. The heated ESI 
probe was set to 4000 V and the ion transfer tube temperature was set to 300 °C. The scan range 
was set to m/z 400-1500. Data was acquired at a resolving power of 140,000 (FWHM), resulting 
to a scanning rate of » 700 ms/scan when using automatic gain control target of 3.0x106 and 
maximum ion injection time of 200 msec. Product ion spectra were acquired at a resolving power 
of 17,500 (FWHM), using automatic gain control target of 1.0x106 and maximum ion injection 
time of 100 msec. The collision energy set to 25 (HCD) and the isolation window was set to 1.5 
Da. Instrument calibration was performed prior all analysis and mass accuracy was notably below 
1 ppm using Thermo Pierce calibration solution and automated instrument protocol. All possible 
C-terminal and N-terminal processing metabolites were simulated in silico using mMass 
(Strohalm et al., 2008) to generate survey accurate masses.  Peptide quantification (MS1 level) 
was based on an isotope dilution strategy were heavy-label peptides were spiked and the ratio of 
light/heavy peptides were used to determine the concentrations and calculate the rate of formation 





II. 3. 7. Statistical analysis 
All data were analyzed using a one-way ANOVA followed by Dunnett multiple comparison test. 
Significance was set a priori to p < 0.05. The statistical analyses were performed using PRISM 
(version 6.0h). 
II. 4. Results and Discussion 
II. 4. 1.  High-resolution mass spectrometry analysis 
The exhaustive analysis of complex biological samples is an important challenge in peptidomic 
and proteomic research. Thus, the MS resolution and mass accuracy is a determining factor to 
improve the accuracy of peptides identification and assignment. The analyses of spinal cord S9 
fraction supernatant were performed using a hybrid Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer 
operating in MS at a resolution of 140,000 (FWHM) and in MS/MS at a resolution of 17,500 
(FWHM). Based on specific cleavage point identified in Figure 1, we generated an in silico mass 
list and extract specific m/z (± 5 ppm) from the total ion current (TIC) chromatogram. Full-length 
peptides, Tach58-71 and SP, were incubated for 10 minutes in mouse spinal cord S9 fractions and 
following the reaction termination, supernatant were analyzed. The HRAM-MS analysis reveals 
specifically the presence of several expected Tach58-71 and SP fragments with mass accuracy 
within 2 ppm as shown in Table 2 and 3.  
 The total ion current (TIC) chromatogram following experiments with Tach58-71 and specific 
extracted ion chromatogram (XIC) shown in Figure 2 reveal that many expected peptide 
fragments were observed. Moreover, as illustrated in Table 2, mass accuracy observed were 
between -1.4 to 0.6 ppm for all detected peptide fragments. Interestingly, data clearly 
demonstrate that SP and SP fragments are generated from full-length Tach58-71 in mouse spinal 
cord S9 fractions. Specifically, SP, SP3-11, SP5-11 SP8-11, SP1-9 and SP1-7 were the most abundant 
peptide fragments observed. We have previously established that Tach58-71 will be cleaved rapidly 




monooxygenase (PAM) or peptidylglycine hydroxylase (PHM) to form SP (Saidi et al. 2015). 
However, Tach58-69 was most likely not process by PAM or PHM in our experiment to form SP 
(non-amidated form) since peptide amidation catalyzed by PAM or PHM require copper and 
ascorbate. Conversely, our results clearly demonstrate that Tach58-71 is a precursor of SP.  
Figure 3 shows the total ion current (TIC) chromatogram following experiments with SP and 
specific extracted ion chromatogram (XIC). Again, many expected peptide fragments were 
observed, particularly C-terminal fragments.  Specifically, SP3-11, SP5-11 SP8-11, SP1-9 and SP1-7 
were the most abundant peptide fragments observed as listed in Table 3. The mass accuracy 
observed was between -1.3 - 2.2 ppm for all detected peptide fragments. The data reveal that N- 
or C-terminal processing of SP in mouse spinal cord S9 fractions can lead to the formation of 
SP3-11, SP5-11 and SP8-11. Additionally, targeted high-resolution MS2 (tMS2) spectra were 
collected for Tach58-71, SP, SP3-11, SP5-11 and fragment ions observed were compatible with the 
peptide sequence as shown in Figure 4 and annotated based on the Roepstorff and Fohlman 
nomenclature (Roepstorff and Fohlman, 1984). The mass accuracy of all characteristic a, b and y 
fragment ions observed were within 3 ppm. These peptide fragments conserve the C-terminal 
sequence important for the interaction with the NK1 receptor (Jafarian-Dehkordi and Biggs, 
2003; Holzer, 2012; Garcia-Recio and Gascón, 2015). C-terminal SP fragments play an important 
role in the overall SP pronociceptive effect favoring the release of the excitatory amino acids 
(Skilling et al., 1990; Budai, 2000; Sandweiss and Vanderah, 2015). However, SP and C-terminal 
SP fragments have distinctive binding affinities with the NK1 receptor and the resulting effect 
will depend greatly on the relative abundance of metabolite fragments. Agonists of NK1 receptor 
affect the postsynaptic membrane and provoke a prolonged slow depolarization that notably 
contributes to the development of secondary hyperalgesia (Woolf and Salter, 2000; Latremoliere 
and Woolf, 2009; Griffin and Woolf, 2012). The relative expression of Tach58-71, SP, SP3–11 and 




antinociceptive actions. SP and its C-terminal fragments induced Ca2+ mobilization with NK1 
receptor activation (Quartara and Maggi, 1997), induction and internalization in the dorsal horn 
(Sahbaie et al., 2012). The Ca2+ influx and NK1 receptor internalization induce an increase of the 
expression of δ and µ-opioid receptors and their activation by endogenous opioids mediates 
analgesic effects (Yaksh, 1988; Aimone and Yaksh, 1989). The metabolic fate of Tach58-71 and 
SP is therefore an important contributor of the development of secondary hyperalgesia and 
subsequent activation of endogenous pain relieving mechanisms.   
II. 4. 2.  Quantitative analysis of targeted peptides 
The choice of analytical strategy is critical in order to improve the precision and the accuracy of 
the data measurements, and consequently enhance the sensitivity of the assay. As demonstrated in 
a prior publication (Pailleux and Beaudry, 2012), normalization with stable isotope labeled 
internal standards provided the best approach for sample normalization and can be used for the 
absolute quantification of peptides. Targeted neuropeptides were labeled on phenylalanine (d5), 
glycine (d2) and/or leucine (d3) residues by incorporation of deuterium atoms. The Quadrupole-
Orbitrap mass spectrometer was acquiring data at a high-resolution setting (140,000 FWHM) and 
the resulting scan rate was » 0.75 s/scan, allowing the collection of sufficient data points to 
obtain reproducible quantitation based on peak area ratios (e.g. ratio light-heavy peptide peak 
area ratios measured). Each post-acquisition extracted ion chromatogram was generated using the 
theoretical mass value generated in silico with a ± 5 ppm extraction window.  
 
The linearity response was tested at concentration ranging from 1 to 500 pmol/mL for each 
targeted peptide. Correlation assessments between measured peak area ratios (i.e. light/heavy) 
and nominal concentrations were performed and results show excellent correlations (R2 = 0.992–




peptides. Accordingly, the analytical method provided adequate figures of merit to determine the 
rate of formation for specific Tach58-71 and SP fragments and the metabolic stability of both 
peptides in mouse spinal cord S9 fractions. 
II. 4. 3. Metabolic stability of Tach58-71, SP and other N or C-terminal fragments in mouse 
spinal cord S9 fractions 
To determine the metabolic stability of Tach58-71, SP, and SP fragments, mouse spinal cord S9 
fractions were incubated with full-length Tach58-71, SP, and SP fragments for 10 min and then 
analyzed the quenched reactions by HPLC/HRAM-MS. Our results indicated that Tachykinin 
peptide concentrations in mouse spinal cord were regulated by proteolysis and as shown in the 
previous section, it generates a series of peptide metabolites. Further kinetic experiments were 
performed using distinct incubation times. The data presented in Figure 5 were fitted with a 
mono-exponential decay model as described in equation 1. The results indicated that calculated 
decay times were constant and at 2 µM substrate concentration, we clearly observed first-order 
enzymatic kinetics. Please note that the substrate concentration was optimized to obtained first-
order enzymatic kinetics but also permit the detection of peptide fragments with sufficient 
sensitivity.  The depletion profiles showed that Tach58-71 and SP were degraded rapidly when 
exposed to mouse spinal cord S9 fractions and have a relatively short half-lives (Tach58-71 T½ = 
5.7 ± 0.2 min, SP T½ = 3.5 ± 0.3) compared to SP, C- and N-terminal fragments with T½ values of 
20.2 ± 3.9 min, 10.9 ± 1.1min, 19.9 ± 4.5 min, 20.1 ± 1.8 min and 29.5 ±1 .5 min for SP3-11, SP5-
11, SP8-11, SP1-9 and SP1-7, respectively. This is a significant observation since it has been already 
suggested that the relative expression of Tach58-71, SP, SP3-11 and SP5-11 will influence pain 
transmission mechanisms, including pronocipetive and antinociceptive actions. Additionally, 
other C- and N- terminal SP fragments may have significant biological activity, both remains to 




The rate of formation of specific C and N-terminal fragments were measured and results are 
presented in Figure 6. The rate of formation of SP1-7 and SP8-11 are clearly higher compared to 
other abundant fragments suggesting they are the primary metabolic products. These results are 
coherent with a recent study that concentrate on C-terminal processing of SP (Mitchell et al., 
2013). Interestingly, this study almost exclusively focused on N-terminal fragments (SP1-7 and 
SP1-9) whereas, C-terminal fragments biological activity, specifically pronociceptive actions, are 
well established (Jonsson; 2015). As reveal in Figure 6, the formation of SP3-11 and SP5-11 suggest 
that N-terminal processing is significant and lead to the formation of biologically active C-
terminal fragments that specifically interacts with NK1 receptor (Geraghty and Burcher, 1993; 
Hallberg and Nyberg, 2003; Datar et al., 2004; Howard et al., 2006). Additional studies also 
demonstrated that C-terminal SP fragments, SP8–11, has a noteworthy affinity with NK1 receptor 
(Michael-Titus et al., 1999, Valentin-Hansen et al., 2014). Though, SP and C-terminal SP 
metabolites have distinctive binding affinities with the NK1 receptor and the resulting effect will 
depend greatly on the relative abundance of each C-terminal fragments. As we previously 
discussed, C-terminal SP peptide fragments play an important role in the total SP pronociceptive 
effect, favoring the release of the excitatory amino acids (Skilling et al., 1990; Fransson et al., 
2007). Following a peripheral tissue injury, it has been shown that SP and SP C-terminal 
fragments have an agonist effect on the NK1 receptor and induce the release of the inositol 
triphosphate (IP3) (Maggi, 1995; Myöhänen et al., 2008). Furthermore, IP3 affects specifically the 
intracellular Ca2+ concentration in the CNS (Ferris and Snyder, 1992; Berridge, 1993; Hokin and 
Dixon, 1993). The increase metabolic stability of C-terminal SP fragments allowed these 
metabolites to have more sustained access to NK1 receptors and therefore play a significant role 
into the production of pronociceptive effects. Thus, we believe that SP3-11, SP5-11 and with a lesser 
extent, SP8-11 may play a fundamental role in nociception and as we previously shown, might be 





II. 4. 4.  Contribution of PREP in Tach58-71 and SP N-terminal processing 
A previous study has shown evidence that SP1-7 and SP8-11 were produced by the C-terminal 
processing of SP by metallopeptidase (Mitchell et al., 2013). As suggested in Figure 1, prolyl 
endopeptidases (PREP) might be an important contributor of Tach58-71 and SP N-terminal 
processing leading specifically to the formation of SP3-11 and SP5-11. We tested this hypothesis by 
incubating S9 fractions and the full length Tach58-71 or SP at 37˚C for 10 minutes separately with 
two specific inhibitors (i.e. Z-Pro-Prolinal and S-17902) using two concentrations, 0.2 and 2 µM. 
The rate of formation was calculated based on the concentration of SP3-11 and SP5-11 measured 
after 10 minutes incubation as described in Equation 3. Figure 7A/B showed that Tach58-71 and 
SP degraded rapidly in 10 min and no significant differences were noted with or without the 
presence of PREP inhibitors. Also, the degradation of Tach58-71 has lead to the formation of SP 
and no significant difference of concentration were observed with or without the presence of 
PREP inhibitors. This was not unexpected since the primary metabolites are SP1-7 and SP8-11 
produced by distinct C-terminal processing enzymes. The metabolic stability of Tach58-71 and SP 
were not improved with the presence of PREP inhibitors and it might suggest some compensation 
due to entropic effects from metallopeptidases. However, results shown in Figure 7A/B reveal 
that PREP inhibitors has significantly reduced the rate of formation of SP3-11 and SP5-11 in a 
concentration-related manner.  These results confirmed that PREP, a post-proline cleaving 
enzyme, are involved in the N-terminal processing of Tach58-71 and SP to generate bioactive 
peptide fragments SP3-11 and SP5-11. These results stringent evidence that proteolysis control 
endogenous SP levels but peptide fragments, specifically C-terminal fragments contribute to the 





II. 5. Conclusion 
We provide evidence that proteolysis controls SP levels in the spinal cord and Tach58-71 is 
effectively the precursor of SP.  Both peptides were degraded rapidly when exposed to mouse 
spinal cord S9 fractions and had a relatively short half-lives compared to SP C-terminal and N-
terminal fragments. The metabolic stability of the C-terminal fragments allowed these 
metabolites to access to NK1 receptors and play a fundamental role in nociception. Thus 
fragments SP3-11 and SP5-11 could be important pain biomarkers. Additionally, we clearly 
demonstrated that PREP is involved in the N-terminal processing of Tach58-71 and SP leading to 
the formation of SP3-11 and SP5-11. The metabolic turnover of SP and its C-terminal metabolites is 
central to the neurochemistry of pain and details studies may unveil innovative treatment strategy 
by favoring the production of inactive peptide fragments. However, it is important to understand 
inter dependence of the pronociceptive and the endogenous opioid system. The significant 
reduction of pronociceptive peptide concentrations may impaired the endogenous opioid system 
response.  
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II. 8. Table legends 
	
Table 1. Summary of peptide quantification figure of merits obtain in fortified S9 fractions 
 
Peptides Spinal cords S9 fractions  Accuracy (%NOM) Precision (%CV) R2 
    
Tach58-71 95.0 – 101.9 1.3 – 7.0 ≥ 0.9956 
SP 98.8 - 103.5 1.3 – 9.4 ≥ 0.9981 
SP3-11 92.6 - 100.5 2.8 - 6.3 ≥ 0.9940 
SP5-11 95.9 - 104.2 4.4 – 5.2 ≥ 0.9900 
SP1-9 96.3 - 107.7 2.8 - 4.2 ≥ 0.9937 









Table 2. Principal peptide fragments observed following the incubation of Tach58-71 in mouse 
spinal cord S9 fractions 
 










RPKPQQFFGLMGKR 3 563.9838 563.9834 -0.71 
Tach58-701 RPKPQQFFGLMGK 3 511.9501 511.9504 0.59 
SP RPKPQQFFGLM-COOH 2 674.8634 674.8627 -1.04 
SP3-11 KPQQFFGLM-COOH 2 548.2864 548.2857 -1.28 
SP5-11 QQFFGLM-COOH 1 870.4178 870.4166 -1.38 
SP8-11 FGLM-COOH 1 467.2323 467.2321 -0.43 
SP1-9 RPKPQQFFG 2 552.8011 552.8010 -0.18 
SP1-7 RPKPQQF 2 450.7561 450.7557 -0.89 
SP1-41 RPKP 1 497.3194 497.3192 -0.40 
 




Table 3. Principal peptide fragments observed following the incubation of SP in mouse spinal 
cord S9 fractions 
 
 








      
SP RPKPQQFFGLM-NH2 2 674.3713 674.3704 -1.33 
SP3-11 KPQQFFGLM-NH2 2 547.7944 547.7941 -0.55 
SP5-11 QQFFGLM-NH2 1 869.4338 869.4327 -1.27 
SP8-11 FGLM-NH2 1 466.2483 466.2481 -0.43 
SP1-9 RPKPQQFFG 2 552.8011 552.8022 1.99 
SP1-7 RPKPQQF 2 450.7561 450.7571 2.22 
SP1-41 RPKP 1 497.3194 497.3193 -0.20 
 






II. 9. Figure legends 
	
 







Figure 2. Specific Extracted-ion chromatograms (XIC) for the most abundant SP fragment 
peptides following the incubation of Tach58-71 in mouse spinal cord S9 fractions. XIC's were 
generated using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction window. Overlay XIC's of 
time 0 (black) and time 10 min (red) reveal the apparition of specific peptide fragments. Please 
note that SP and SP fragments were non-amidated following the incubation of Tach58-71 in mouse 







Figure 3. Specific Extracted-ion chromatograms (XIC) for the most abundant SP fragment 
peptides following the incubation of SP in mouse spinal cord S9 fractions. XIC's were generated 
using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction window. Overlay XIC's of time 0 







Figure 4. High-Resolution MS2 Spectra for Tach58-71, SP and specific C-terminal fragments 








Figure 5. Determination of the metabolic stability of Tach58-71, SP and specific peptide fragments 







Figure 6. Comparison of the C and N-terminal processing fragment following the incubation of 
Tach58-71 (A) and SP (B) in mouse spinal cord S9 fractions. The formation of SP1-7 and SP8-11 are 
the primary metabolites. However, C-terminal fragments SP3-11 and SP5-11 are significant 







Figure 7. Assessments of PREP involvement in the proteolysis of Tach58-71 (A) and SP (B) using 
specific inhibitors. Results suggest that PREP is involved in the proteolytic processing of Tach58-
71 and SP leading to the formation of SP3-11 and SP5-11, two important C-terminal SP fragments 
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III. 1. Abstract 
Tachykinin and opioid neuropeptides play a fundamental role in pain transmission, modulation 
and inhibition. The proteolysis control of endogenous tachykinin and opioid neuropeptides has a 
significant impact on pain perception. The role of proprotein convertases (PCs) in the proteolysis 
of proneuropeptides was previously established but very few studies have shown the direct 
impact of PCs on the regulation of specific tachykinin and opioid peptides in the central nervous 
system. There is an increasing interest in the therapeutic targeting of PCs for the treatment of pain 
but it is imperative to assess the impact of PCs on the pronociceptive and the endogenous opioid 
systems. The objective of this study was to determine the relative concentration of targeted 
neuropeptides in the spinal cord of WT, PC1-/+ and PC2-/+ animals to establish the impact of a 
restricted PCs activity on the regulation of specific neuropeptides. The analysis of tachykinin and 
opioid neuropeptides were performed on a HPLC-MS/MS (High-Resolution Quadrupole-
Orbitrap Mass Spectrometer). The results revealed a significant decrease of Dyn A (p < 0.01), 
Leu-Enk (p < 0.001), Met-Enk (p < 0.001), Tach58-71 (p < 0.05), SP (p < 0.01) and NKA (p < 
0.001) concentrations in both, PC1-/+ and PC2-/+ animals. Therefore, the modulation of PCs 
activity has an important impact on specific pronociceptive peptides (SP and NKA), but the 




significantly the pain modulatory pathways. These observations may have insightful impact on 
future analgesic drug developments and therapeutic strategies. 
III.2. Introduction 
It has been widely demonstrated that dibasic residue cleavage site motifs and single basic residue 
are essential for the processing of proneuropeptide to active neuropeptide [Eisenmann, 2005; 
Hook et al., 2008; Funkelstein et al., 2010]. Mainly, these reactions are catalyzed by subtilisin-
like proprotein convertases and cysteine cathepsin proteases [Miller et al., 2003; Hook et 
Bandeira, 2015]. Proprotein convertases (PCs) are particularly expressed in the central nervous 
system (CNS) and it has been widely demonstrated that several neuropeptides are synthesized by 
the actions of PCs and other specific endopeptidases [Harrison and Geppetti, 2001; Hook et al., 
2008]. Comprehensive studies demonstrated that PC1 and PC2 recognize motives composed of 
either a pair of basic amino acids (KR, RK, RR and KK), or a single residue (R or K) [Zheng et 
al., 1994; Cui et al., 1998; Jin et al., 2005]. The protease activities of these enzymes are therefore 
central in the processing of several proneuropeptides but redundant function could 
counterbalance the down regulation of either one.   
 
Neuropeptides are either neurotransmitters or neuromodulators at various levels in the central 
nervous system and play an essential role in pain transmission [Levine et al., 1993; Seybold, 
2009]. Various members of the tachykinin family (e.g. Substance P, Neurokinin A) are mostly 
pro-nociceptive neuropeptides and are recognized to play a fundamental role in central 
sensitization leading to hyperalgesia and allodynia [Lecci et al., 2000]. The tachykinin precursor 
1 (Tac1) gene encodes the protachykinin-1 protein containing the sequence of four tachykinin 
peptides, including Substance P (SP) and Neurokinin A (NKA) [Howard et al., 2006]. The role of 




[Saidi et al., 2015]. Specifically, PC1 and PC2 may be important in the biosynthesis of SP and 
NKA by cleaving at specific sites illustrated in Figure 1. Opioid peptides (i.e. enkephalins and 
dynorphins) have potent analgesic effects in the central nervous system (CNS) and play a 
fundamental role in endogenous pain inhibition [Machelska, 2007; Wahlert et al., 2013]. They are 
interacting with µ, k and δ-opioid receptors expressed widely in the brain and in the spinal cord 
[Carr and Lovering, 2000; Stanojevic et al., 2008]. Initial endoproteolytic studies of 
prodynorphin (Pdyn) have shown that PCs play an essential role in Pdyn processing [Day et al., 
1998; Berman et al., 2000; Mika et al., 2011; Kastin et al., 2013; Orduna Ruiz, 2016]. 
Specifically, these initial studies revealed that the action of PC2 is needed for the formation of 
Big dynorphin (BDyn), Dyn A and dynorphin B (Dyn B) [Day et al., 1998; Miller et al., 2003]. 
Moreover, our recent results from in vitro experiments demonstrate that both PC1 and PC2 are 
involved in the proteolysis regulation of Dyn B and Dyn A with a more important role for PC1 
[Orduna Ruiz and Beaudry, 2016]. Interestingly, the proteolysis of Dyn A generated Leu-
enkephalin (Leu-Enk), another important opioid peptide mediating potent painkilling effects 
[Akil et al., 1997]. Proenkephalin (Penk) is the protein precursor of the enkaphalin peptides, 
mainly Met-enkephalin (Met-Enk) but also Leu-Enk. Upon cleavages mediated by PC1 and PC2, 
the proteolysis of Penk will generate four copy of Met-Enk and one copy of Leu-Enk [Vats et al., 
2009; Gonzalez-Nunez et al., 2013; Takahashi, 2015]. Both enkaphalin peptides are essential for 
the regulation of nociception by acting on µ and δ-opioid receptors [Carr and Lovering, 2000; 
Stanojevic et al., 2008; Orduna Ruiz, 2016].  
The regulation of endogenous tachykinin and opioid peptide levels by proteolysis of precursor 
proteins is very important and can help to better understand the cellular and molecular 
mechanisms of pain. Our hypothesis is PC1 and PC2 mutant mouse will have significant deficit 




pathways. We used a state-of-the-art high-resolution accurate mass spectrometry strategy to 
quantify targeted neuropeptides in mouse spinal cords.   
III. 3. Materials and Methods 
III. 3.1. Chemicals and reagents 
Leu-enkephalin (Leu-Enk), Met-enkephalin (Met-Enk), Dynorphin A (Dyn A), b-Tachykinin58-71 
(Tach58-71), Substance P (SP) and Neurokinin A (NKA) were purchased from Phoenix 
Pharmaceuticals (Belmont, CA, USA). Deuterium labeled analogue peptides were synthesized 
(CanPeptide, Inc., Pointe-Claire, QC, Canada) and used as internal standards. Acetonitrile and 
trifluoroacetic acid (TFA) were purchased from Fisher Scientific (NJ, USA). Hexane and formic 
acid (FA) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Standard solutions were 
prepared in 0.25% TFA solution as described previously [Beaudry et al., 2009]. 
III. 3.2. Sample Preparation 
Spinal cord tissues (n=6 per genotypes) from male wild type (C57BL/6J) and male PC2-/+ mice 
(product #002963) were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) and 
kept frozen at -80 °C until analysis. Heterozygote animals only were used since PC2-/- exhibit 
many abnormalities and the survival rate is low. Animal genotyping was performed for each 
animal by Jackson Laboratory using a standard PCR assay. Only heterozygous and normal 
animals were selected for this study. All mice were 8 weeks old at time of tissues collection. The 
animals from both groups were euthanized with an overdose of isoflurane followed by a 
transection of the cervical spine. A flush of saline was performed within the spinal canal to 
collect the spinal cord lumbar enlargement. Tissue sample was snap-frozen in cold hexane (60°C) 
and stored immediately at - 80 °C pending analyses. The study protocol was approved by the 




Université de Montréal and it was performed in accordance with the guidelines of the Canadian 
Council on Animal Care.  
As we described previously [Beaudry, 2010], tissue processing is an important step in preserving 
neuropeptides from in situ degradation. Mouse tissues were weighed accurately and homogenized 
using a tissue tearor following the addition of 0.25 % TFA solution at a ratio of 1:5 (w/v). The 
samples were sonicated for 20 min and 150 µL of the homogenate were mixed with 150 µL of 
acetonitrile to precipitate high molecular weight proteins. The samples were vortexed and 
centrifuged at 12,000g for 10 min and 200 µL of the supernatant were mixed with 200 µL of an 
internal standard solution containing 50 pg/µL of labeled neuropeptides. Peptides were extracted 
using a standard C18 solid phase extraction protocol. Agilent Bond Elut C18 (100 mg/1mL) were 
activated with 1 mL of 50% ACN in water. The cartridge was equilibrated twice with 1 mL of a 
solution of 5% ACN in water containing 0.2% TFA. Four hundred µL of samples were load by 
gravity onto the cartridge. The resin was wash with 1 mL of a solution of 5% ACN in water 
containing 0.2% TFA. Peptides were eluted twice by gravity using 750 µL of 65% ACN in water 
containing 0.2% TFA. The resulting residues were dried using a Eppendorf vacuum concentrator 
and resuspend in 50 µL of 5% ACN in water containing 0.1% formic acid and transferred into 
low volume HPLC vials.  
III. 3. 3. Chromatographic conditions 
The HPLC system was a Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation UHPLC system 
(San Jose, CA, USA). The chromatography was achieved using a gradient mobile phase along 
with a microbore column Thermo Biobasic C8 100 × 1 mm, with a particle size of 5 µm. The 
initial mobile phase condition consisted of acetonitrile and water (both fortified with 0.1% of 
formic acid) at a ratio of 5:95. From 0 to 1 minute, the ratio was maintained at 5:95. From 1 to 12 




mobile phase composition ratio was reverted at the initial conditions and the column was allowed 
to re-equilibrate for 15 minutes for a total run time of 30 minutes. The flow rate was fixed at 75 
µL/min and 2 µL of sample were injected.  
III. 3. 4. Mass spectrometry conditions 
A Thermo Scientific Q-Exactive Orbitrap Mass Spectrometer (San Jose, CA, USA) was 
interfaced with a Thermo Scientific UltiMate 3000 Rapid Separation UHPLC system using a 
pneumatic assisted heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion 
mode and operating in scan mode at high-resolution, and accurate-mass (HRAM). Nitrogen was 
used for sheath and auxiliary gases and they were set at 10 and 5 arbitrary units. The heated ESI 
probe was set to 4000 V and the ion transfer tube temperature was set to 300°C. The instrument 
was operating in targeted MS2 mode. Product ion spectra were acquired a resolving power of 
17,500 (FWHM), using automatic gain control target of 1.0x106 and maximum ion injection time 
of 100 msec. The isolation window was set to 1.5 Da. Collisions energy, precursor and 
production ions used for quantification of each neuropeptide are shown in Table 1.  Parallel 
reaction monitoring (PRM) quantification was carried out following data acquisition by 
extracting specific fragment ions with a 5 ppm mass windows. Instrument calibration was 
performed prior all analysis and mass accuracy was notably below 1 ppm using Thermo Pierce 
calibration solution and automated instrument protocol. The analytical method developed and 
used was derived from previous publications [Ferland et al., 2011; Pailleux and Beaudry, 2012; 
Pailleux et al., 2013; Saidi et al., 2015; Orduna Ruiz and Beaudry, 2016] and peptide 






III. 3.5. Bioanalytical performance Assessments and Statistical analysis 
The method linearity was tested using standard solutions ranging from 10 pg/µL to 250 pg/µL. 
The labeled peptides were used at a constant concentration of 50 pg/µL. Spinal cord homogenates 
from six donors (C57BL/6J) were pooled and six aliquots were analyzed to determine the method 
precision and endogenous levels. The endogenous concentrations were determined by 
interpolating unknowns from the calibration curve. 
 
Targeted neuropeptide analyses in WT, PC1-/+ and PC2-/+ spinal cord tissues were analyzed using 
a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. Significance was set a priori 
to p < 0.05. The statistical analyses were performed using PRISM (version 7.0a). 
III. 4. Results and discussion 
III. 4.1. Mass spectrometry 
Full-scan and product ion mass spectra for all targeted neuropeptides and their corresponding 
deuterated internal standards were obtained in positive ion mode. The full-scan electrospray mass 
spectrum of targeted neuropeptides displayed the formation of characteristic pseudo molecular 
ions [M+nH]n+ and the fragment ions observed in MS/MS spectra were annotated based on the 
Roepstorff and Fohlman nomenclature [Roepstorff and Fohlman, 1984]. Details on MS 
parameters and PRM transitions are reported in Table 1. Full-scan and product ion mass spectra 
are necessary to identify and characterize each neuropeptide. The full-scan electrospray mass 
spectra of targeted neuropeptides showed a base peak pseudo molecular ions at m/z 556.2766 
(1+) for Leu-Enk and 561.3077 (1+) for d5-Leu-Enk; 574.2325 (1+) for Met-Enk and 579.2639 
(1+) for d5-Met-Enk; 716.4036 (3+) for Dyn A and 718.0811 (3+) for d5-Dyn A; 674.3706 (2+) 
for SP and 676.8860 (2+) for d5-SP; 567.2920 (2+) for NKA and 569.8073 (2+) for d5-NKA. All 




presents product ion spectra (MS2) for targeted neuropeptides obtained and typical a, b, y and z 
positive ion fragments were observed. The observed collision-induced dissociation spectra were 
all compatible with the neuropeptide sequences. Additionally, we selected and optimized two of 
the most abundant and specific product ions for each neuropeptide to generate post acquisition 
PRM extracted ion chromatograms to obtain the best sensitivity, selectivity and reproducibility. 
Furthermore, selected PRM transitions were monitored for extracted tissues and compared with 
the deuterated internal standards. The overlay PRM extracted ion chromatograms display in 
Figure 3 demonstrate a good concordance between neuropeptide deuterated internal standards 
and endogenous neuropeptides observed in extracted tissues. 
III. 4. 2. Analytical performance 
The choice of analytical strategy is important in order to improve the precision and the accuracy 
of the data measurements, and consequently enhance the sensitivity of the assay. As 
demonstrated in a prior publication [Pailleux and Beaudry, 2012], normalization with stable 
isotope labeled internal standards provided the best approach for sample normalization and can 
be used for the absolute and relative quantification of neuropeptides. Targeted neuropeptides 
were labeled on phenylalanine (d5), glycine (d2) and/or leucine (d3) residues by incorporation of 
deuterium atoms. The instrument response linearity was tested using peak area ratio of targeted 
neuropeptides with corresponding deuterium labeled peptide internal standards. The linearity 
response was tested with standard solutions (10 pg/µL to 250 pg/µL). As illustrated in Figure 4, 
the correlations were excellent (R2 = 0.9848 to 0.9955). Additionally, the precision of was tested 
by analyzing six replicate of a pool mouse spinal cord homogenate. The endogenous 
concentrations were determined by interpolating unknowns from the calibration curve. As shown 
in Figure 5, the precision (%CV) was comprised between 2.9% and 8.6% for all targeted 




Accordingly, the analytical method provided adequate figures of merit for targeted neuropeptide 
analysis performed during this study. 
  
III. 4. 3. Targeted neuropeptide analysis of mouse spinal cords 
In a previous study using a rat model of neuropathic pain, we have demonstrated that Tach58-71, 
SP, C-terminal SP fragments and NKA could potentially serve as biomarkers in early drug 
discovery [Pailleux et al., 2013]. Moreover, we have shown that the expression of SP and Dyn A 
associated to osteoarthritis pain correlate with articular structure remodeling [Ferland et al., 2011]. 
Interestingly, these peptides are synthesized from the proteolytic processing of Tac1 or Pdyn and 
as exhibited in Figure 1, PC1 and PC2 are specifically involved. Therefore, the regulation of 
tachykinin and opioid peptides (i.e. Tach58-71, SP, NKA Dyn A, Leu-Enk, Met-Enk) in the CNS 
fundamentally depends on the C-terminal processing of proneuropeptides associated with the 
activity of PC1 and PC2. It is important to note that both enzymes can be pharmacologically 
manipulated [Day et al., 1992] with the premise of partially inhibiting the release of tachykinin 
peptides which has a critical role in nociceptive transmission [Quartara et Maggi, 1998]. 
However, partial inhibition of PC1 or PC2 may also impact the opioid systems and therefore 
hindered patient endogenous pain modulatory systems [Sekizawa et al., 1992; Cesselin, 1995].    
 
We have compared the concentration of PC1 and PC2 in mouse spinal cords using a peptide mass 
fingerprinting (PMF) analytical strategy and shown that PC1 and PC2 are significantly down-
regulated in PC1-/+ and PC2-/+ mouse spinal cords respectively [Saidi et al., 2015]. Targeted 
tachykinin and opioid neuropeptide analyses were performed and as shown in Figure 6, PC1-/+ 
and PC2-/+ mouse spinal cords levels were significantly lower compared to WT spinal cords. The 




0.001), Tach58-71 (p < 0.05), SP (p < 0.01) and NKA (p < 0.001) concentrations in both, PC1-/+ 
and PC2-/+ animals. Moreover, the results do not suggest compensation due to redundancy in the 
PCs function. The reduction of PC1 and PC2 activity observed was coherent with the genotype 
and the measured PC1 and PC2 concentrations in mouse spinal cords.  
 
Following nociceptive stimuli, SP and NKA were released from central terminal fibers into 
intersynaptic space and activate the NK1 receptor located at the postsynaptic membrane. The 
induced Ca2+ mobilization is correlated with NK1 receptor activation, induction and 
internalization in the dorsal horn [Sahbaie et al., 2012]. As a consequence, the Ca2+ influx and 
NK1 internalization provoke specifically an increase of the expression of δ and µ-opioid 
receptors [Yaksh 1988, Aimone and Yaksh 1989]. This is interesting since the activation of δ and 
µ-opioid receptors by their endogenous ligands (i.e. Leu-Enk and Met-Enk) mediate analgesic 
effects. Therefore, a significant reduction of SP and NKA levels in PC1-/+ and PC2-/+ mouse 
spinal cords may also result in a reduction of the expression of δ and µ-opioid receptors and 
potentially impeded the endogenous opioid systems.  
 
The proenkephalin (PENK) gene encodes both Leu-Enk and Met-Enk but Pdyn, the precursor of 
Dyn A, has two copies of Leu-Enk encoded in its primary sequence. Moreover, the N-terminal 
sequence of Dyn A encodes specifically Leu-Enk. As we demonstrated previously, the 
proteolytic processing of Pdyn and Dyn A leads to the formation of Leu-Enk and its processing 
depends on the proteolytic activity of both, PC1 and PC2 [Orduna Ruiz and Beaudry, 2016]. As 
shown in Figure 6, the levels observed for Dyn A, Leu-Enk and Met-Enk in PC1-/+ and PC2-/+ 
mouse spinal cords are coherent with the assertion. Even if it is not statistically significant, there 




Met-Enk and this difference may suggest a more important role of PC1. These results are 
coherent with our previous in vitro results [Orduna Ruiz and Beaudry, 2016].  
 
Recently, the therapeutic targeting of the proprotein convertases were considered to be interesting 
targets for the development of effective novel therapeutics. However, our results may suggest that 
despite the pharmacological manipulation of PC1 or PC2 can reduce significantly the levels of 
pronociceptive peptides like SP and NKA, it can also have a significant impact on the 
endogenous opioid systems, including the reduction of enkephalin and dynorphin peptide 
concentrations but also the expression of δ and µ-opioid receptors. Thus, the patient endogenous 
pain modulatory systems would be hampered.   
III. 5. Conclusion 
The results revealed a significant decrease of specific pronociceptive neuropeptides (i.e. Tach58-71, 
SP and NKA) but also endogenous opioid neuropeptides (i.e. Dyn A, Leu-Enk and Met-Enk) 
concentrations in the spinal cord of both, PC1-/+ and PC2-/+ mice.  Thus, our results outline that a 
reduction of PCs activity has an impact on the pronociceptive tachykinin system, but it also show 
that endogenous opioid system is hindered and consequently it will affect significantly the pain 
modulatory pathways. Over the last decade, there is a significant increase of interest in the 
therapeutic targeting of proteases, including PCs for the treatment of several diseases (e.g. viral 
infections, osteoarthritis, cancer and cardiovascular disease) and symptoms including pain. 
Though, there are many unanswered questions regarding the adequacy of pharmacologically 
manipulating PCs in a therapeutic context, specially concerning the probable secondary effects of 
treatment. It is also important to remind the embryonic lethality of some PC mutant mice. Thus, 
our observations may have insightful impact on future analgesic drug developments and 
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III. 8. Table legends 
	
Table 1. Summary of peptide quantification parameters used for HPLC-QqOrbitrap PRM 
analysis 
 
Peptides Sequences Precursor 
ions 
 
Product ions Collision 
energy (%) 
Leu-Enk YGGFL 556.2 (z = 1) 425.1819 (b4) 
397.1870 (a4) 
23 
d5 -Leu-Enk YGGF(d5)L 561.3 (z = 1) 430.2211 (b4) 
402.2262 (a4) 
23 
Met-Enk YGGFM 574.2 (z = 1) 425.1819 (b4) 
397.1870 (a4) 
23 
d5 -Met-Enk YGGF(d5)M 579.3 (z = 1) 430.2211 (b4) 
402.2262 (a4) 
23 
Dyn A YGGFLRRIRPKLKWDNQ 716.4 (z = 3) 629.7003 (b153+) 
667.7146 (b163+) 
30 
d5 -Dyn A YGGF(d5) LRRIRPKLKWDNQ 718.1 (z = 3) 631.3800 (b153+) 
669.3943 (b163+) 
30 
Tach58-71 RPKPQQFFGLMGKR 564.0 (z = 3) 661.3814 (y6) 
808.4498 (y7) 
27 




SP RPKPQQFFGLM-NH2 674.4 (z = 2) 600.3378 (b102+) 
254.1612 (b2) 
25 
d5 -SP RPKPQQFFG(d2)L(d3) M-NH2 677.0 (z = 2) 602.8574 (b102+) 
254.1612 (b2) 
25 
NKA HKTDSFVGLM-NH2 567.3 (z = 2) 985.5102 (b9) 
872.4261 (b8) 
25 









III. 8. Figures legends 
 
 
Figure 1. Prodynorphin, Proenkephalin and Protachykinin-1 processing by proprotein 
convertases (PC1 and PC2). Dynorphins, enkephalins and tachykinins have several paired and 
single basic amino acid cleavage sites and based on the sequence, various processing 
intermediates can be derived leading to specific neuropeptides. Carboxypeptidase E catalyze the 
sequential removal of basic amino acids and peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase 
















Figure 3. Analysis of targeted neuropeptides in mouse spinal cord tissues. Overlay PRM 
extracted ion chromatograms of deuterated internal standards and targeted peptides extracted 









Figure 4. Calibration curve for targeted peptides. The peak area ratio between endogenous 
neuropeptides and deuterium labeled neuropeptides are display against five specific standards 
ranging from 10 to 250 pg/µL. Deuterium labeled peptides were used at a constant concentration 








Figure 5. Vertical scatter chart representing targeted neuropeptides method precision evaluation. 









Figure 6. Histograms of neuropeptide concentrations observed in WT (n = 6), PC1-/+ (n = 6) and 
PC2-/+ (n = 6) mouse spinal cords (Mean ± SE). Peptide concentrations were determined using an 
isotope ratio mass spectrometry method. Concentrations observed in WT, PC1-/+ and PC2-/+ 
mouse spinal cords for targeted neuropeptide Leu-Enk, Met-Enk, Dyn A, Tach58-71, SP and NKA 
respectively. 
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IV. 1. Abstract 
Tachykinin and opioid peptides play a central role in pain transmission, modulation and 
inhibition. The treatment of pain is very important in medicine and many studies using NK1 
receptor antagonists failed to show significant analgesic effects in humans. Recent investigations 
suggest that both pronociceptive tachykinins and the analgesic opioid systems are important for 
normal pain sensation. The analysis of opioid peptides in Tac1-/- spinal cord tissues offers a great 
opportunity to verify the influence of the tachykinin system on specific opioid peptides. The 
objectives of this study were to develop a HPLC–MS/MRM assay to quantify targeted peptides in 
spinal cord tissues. Secondly, we wanted to verify if the Tac1-/- mouse endogenous opioid system 
is hampered and therefore affect significantly the pain modulatory pathways. Targeted 
neuropeptides were analyzed by high performance liquid chromatography linear ion trap mass 
spectrometry. Our results reveal that EM-2, Leu-Enk and Dyn A were down-regulated in Tac1-/- 
spinal cord tissues. Interestingly, Dyn A was almost 3 fold down-regulated (p < 0.0001). No 
significant concentration differences were observed in mouse Tac1-/- spinal cords for Met-Enk 
and CGRP. The analysis of Tac1-/- mouse spinal cords revealed noteworthy decreases of EM-2, 




endogenous pain-relieving mechanisms. These observations may have insightful impact on future 
analgesic drug developments and therapeutic strategies. 
IV. 2. Introduction 
The sensation of pain produced by a noxious stimulus is not always consistent and depends on 
multiple factors influencing the neurophysiology of pain transmission. The nervous system has 
developed very complex mechanisms that control the way noxious sensory information is 
perceived by the organism [Basbaum et al., 2009]. It has been shown that considerable 
modulation of sensory information happens in the dorsal horn of the spinal cord [Honore et al., 
2000, Levine et al., 1993]. There are various molecular events contributing to the transmission of 
the sensory information during the first synapse and several key neuropeptides were identified 
including tachykinin and opioid peptides [Kuner 2010, Mika et al. 2011, Felippotti et al. 2012].  
Neuropeptides are either neurotransmitters or neuromodulators at various levels in the central 
nervous system and play a fundamental role in pain transmission [Levine et al., 1993; Seybold, 
2009]. Recent studies described the central role of tachykinin and opioid related peptides 
[Pailleux et al., 2013; Felippotti et al., 2012; Ferland et al., 2011; Mika et al., 2011]. Many 
members of the tachykinin family (e.g. Substance P) are mostly pro-nociceptive neuropeptides 
and have been known to play an essential role in central sensitization leading to hyperalgesia and 
allodynia [Lecci et al., 2000]. Opioid peptides (i.e. endomorphins, enkephalins and dynorphins) 
have potent analgesic effects in the central nervous system (CNS) and play an important role in 
endogenous pain inhibition [Machelska, 2007, Wahlert et al. 2013, Bali et al., 2014]. They are 
interacting with µ, k and δ opioid receptors expressed widely in the brain and in the spinal cord 
[Carr and Lovering, 2000; Stanojevic et al., 2008]. Tachykinin and opioid neuropeptides were 




pain-related signals but research has been limited by several shortcomings inherent to in vivo 
neuropeptide studies. 
Recently, it has been suggested that endogenous endomorphin-2 (EM-2) play an important role in 
the early stage of pain sensation, transmission, and modulation [Fichna et al., 2007; Greco et al., 
2008, Wang et al., 2013]. Immunohistochemistry and Immunocytochemistry analyses shown that 
endomorphins are largely distributed in the CNS. Endomorphins are abundant in areas such as 
the stria terminalis, the periaqueductal gray, the locus coeruleus, the parabrachial nucleus, and the 
nucleus of the solitary tract, but there are noteworthy distinctions in the neuroanatomical 
localization of these peptides [Pierce and Wessendorf, 2000]. Endomorphin-2 (EM-2) is 
primarily found in the spinal cord and lower brainstem [Martin-Schild et al., 1999; Pierce and 
Wessendorf, 2000]. It is largely observed in the hypothalamus, the nucleus of the solitary tract, 
the substantia gelatinosa of the medulla and the spinal cord dorsal horn. The participation of EM-
2 in the modulation of pain transmission is important since EM-2 decreases excitability of 
postsynaptic receptors such as neurokinin 1 receptor (NK1) [Fichna et al., 2007]. Moreover, the 
interaction of EM-2 with µ-opioid receptors is key to the modulation of the pain transmission 
[Wu et al., 2015]. It regulates the release of dynorphin A (Dyn A) by stimulation of the 
descending dynorphinergic neurons resulting in the liberation of Dyn A. Thus, the interaction of 
Dyn A and k-opioid receptors located on the presynaptic membrane inhibit the release of 
pronociceptive neuropeptides including Substance P (SP) [Fichna et al., 2007; Zachariou and 
Goldstein, 1997].  
Substance P is reported to play a critical role in nociceptive transmission in the CNS [Pailleux et 
al., 2013 Gao and Peet, 1999]. Substance P is a pronociceptive peptide and agonist of NK1 
located in the lamina I of the spinal cord [Teodoro et al., 2013; Yu et al., 1999]. Substance P is 
primarily synthesized in neurons and has a widespread distribution in both the central and 




neurons located in the dorsal root ganglia express high levels of SP and it is transported to both, 
the peripheral and central terminals. The expression of SP and NK1 correlates with intensity, 
frequency, and duration of pain [Sluka et al., 1997]. Agonists of NK1 receptors provoke a 
sustained slow depolarization that significantly contributes to the development of secondary 
hyperalgesia [Levine et al., 1993; Baumbauer et al., 2009; Dickenson, 1995]. Neuropeptides are 
derived from larger protein precursors recognized as proneuropeptides. The tachykinin precursor 
1 gene (Tac1) encodes the protachykinin-1 protein containing the sequence of four tachykinin 
peptides, including SP [Basbaum et al., 1999]. The protachykinin-1 protein is cleaved by the 
action of specific proteases into active neuropeptides by post-translational proteolytic processing 
during axonal transport [Hook et al., 2008]. Interestingly, depolarization of a neuron containing 
proneuropeptides stimulates proprotein convertases processing, which occurs within synaptic 
vesicles in the presynaptic terminal [Yakovleva et al. 2006]. The stimulation of proprotein 
convertases processing will result in the liberation of higher concentration of neuropeptides into 
the intersynaptic space. Thus proprotein convertases are currently explored as a potential drug 
targets with the premise of partially inhibiting the release of pronociceptive peptides such as SP 
[Vivoli et al., 2012]. Tac1-/- mice showed significant decrease of nociceptive pain responses to 
moderate to intense stimuli [Cao et al., 1998]. Conversely, Tac1-/- mice exhibited similar behavior 
following light or non-painful stimuli [Zimmer et al., 1998]. It is believe that pain perception is 
necessary to trigger the release of endomorphins. Endomorphin-2 is co-expressed with SP and 
both are found in dense core vesicles located in spinal cord primary afferent terminals suggesting 
concomitance release of excitatory and inhibitory neuropeptides [Sanderson et al., 2004; Wu et 
al., 2015]. Thus, we believe that Tac1-/- mice may also exhibit a significant deficit of inhibitory 
neuropeptides, including EM-2 and Dyn A. The objectives of this study were initially to develop 
and validate a HPLC–MS/MRM assay to quantify targeted peptides in spinal cord tissues. 




therefore affect significantly the pain modulatory pathways. This is an important consideration if 
new medicines are developed to specifically impede the release of SP.  
IV. 3. Materials and Methods 
IV. 3. 1 Chemicals and reagents 
Endomorphin 2 (EM-2), Leu-enkephalin (Leu-Enk), Met-enkephalin (Met-Enk), Dynorphin A 
(Dyn A), Substance P (SP) and Calcitonin gene related peptide (CGRP) were purchased from 
Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, CA, USA). Deuterium labeled analogue peptides were 
synthesized (CanPeptide, Inc., Pointe-Claire, QC, Canada) and used as internal standards. 
Acetonitrile was purchased from Fisher Scientific (NJ, USA) and trifluoroacetic acid (TFA) was 
obtained from BDH Laboratory supplies (Poole, England, UK). Hexane and formic acid (FA) 
were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Standard solutions were prepared 
in 0.25% TFA solution as described previously [Beaudry et al., 2009]. 
IV. 3. 2 Sample Preparation 
Spinal cord tissues (n=6 per genotypes) from male wild type (C57BL/6J) and male Tac1-/- mice 
(product # 004103) were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) and 
kept frozen at -80 °C until analysis. All mice were 8 weeks old at time of tissues collection. The 
animals from both groups were euthanized with an overdose of isoflurane followed by a 
transection of the cervical spine. A flush of saline was performed within the spinal canal to 
collect the spinal cord lumbar enlargement. Tissue sample was snap-frozen in cold hexane (-
60 °C) and stored immediately at - 80 °C pending analyses. The study protocol was approved by 
the Institutional Animal Care and Use Committee of the Faculty of Veterinary Medicine of the 
Université de Montréal and it was performed in accordance with the guidelines of the Canadian 




As we described previously [Beaudry, 2010], tissue processing is an important step in preserving 
neuropeptides from in situ degradation. Mouse tissues were weighed accurately and homogenized 
using a tissue tearor following the addition of 0.25 % TFA solution at a ratio of 1:5 (w/v) 
resulting in a pH < 3. At this pH, residual enzymatic activity is considerably reduced and peptides 
are stable under these conditions. The samples were sonicated for 20 min and 150 µL of the 
homogenate were mixed with 150 µL of acetonitrile to precipitate high molecular weight proteins. 
The samples were vortexed and centrifuged at 12,000 g for 10 min and 150 µL of the supernatant 
were transferred into an injection vial then spiked with 150 µL of the internal standard solution. 
Vials were capped and vortexed vigorously prior to analysis. All samples were analyzed in 
triplicates. 
IV. 3. 3. Instrumentation 
The HPLC-MS/MS system included a Thermo Accela autosampler, a Thermo Accela pump and a 
Thermo LTQ-XL Linear Ion Trap Mass Spectrometer (San Jose, CA, USA). Linear ion trap 
instruments typically have unit mass resolution throughout the mass range. The instrument was 
calibrated and the resolution was set at 0.5-0.7 Da at full width at half maximum (FWHM). Data 
were acquired and analyzed with Xcalibur 2.2 (San Jose, CA, USA), and regression analyses 
were performed with PRISM (version 6.0d) GraphPad software (La Jolla, CA, USA) using 
nonlinear curve-fitting module with an estimation of the goodness of fit. The calibration lines 
were constructed from the peak-area ratios of targeted neuropeptides and corresponding 
deuterated labeled peptides used as internal standards.  
IV. 3. 4. Bioanalytical methods 
The chromatography was achieved using a gradient mobile phase along with a microbore column 
Thermo Biobasic C8 100 × 1 mm, with a particle size of 5 µm. The initial mobile phase condition 




From 0 to 1 min, the ratio was maintained at 5:95. From 1 to 12 min, a linear gradient was 
applied up to a ratio of 60:40 and maintained for 3 min. The mobile phase composition ratio was 
reverted at the initial conditions and the column was allowed to re-equilibrate for 15 min for a 
total run time of 30 min. The flow rate was fixed at 75 µL/min and 2 µL of sample were injected 
using full loop mode. All targeted neuropeptides and deuterium labeled peptides eluted between 
8.0 to 11.0 min. The mass spectrometer was coupled with the HPLC system using a 
pneumatically assisted electrospray ion source (ESI). The sheath gas was set to 25 units and the 
ESI electrode was set to 4000 V in positive mode. The capillary temperature was set at 300°C 
and the ion transfer tube voltage to 46 V. All scan events were acquired with a 100 ms maximum 
injection time. An activation q = 0.25 and activation time of 30 ms were used for all targeted 
peptides. The mass spectrometer operated for quantitative analyses in full scan MS/MS and the 
quantification was based on specific post-processing MRM extracted ion chromatograms. 
Specific analysis details are presented in Table 1. Two specific production ions were used to 
generate post acquisition MRM extracted ion chromatograms for quantification purposes. The 
method used an isotope dilution mass spectrometry (IDMS) strategy for the quantification of the 
targeted peptides. Due to synthesis yield issues related to label CGRP, a 37 amino acids peptide, 
deuterated SP was used as an internal standard for CGRP quantification along with the CGRP 
reference standard. The precision and accuracy was evaluated using dilution ratios of spinal cord 
homogenates with a solution of deuterium labeled peptide (i.e. 1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1). The labeled 
peptides were used at a constant concentration of 50 pmol/mL. Absolute peptide quantification 




IV. 3. 5. Statistical analysis 
All data were analyzed using Student's t-test to compare mean WT and Tac1-/- mouse values. 
Significance was set a priori to p < 0.05. The statistical analyses were performed using PRISM 
(version 6.0d). 
IV. 4. Results 
IV.4. 1 Mass spectrometry 
Full-scan and product ion mass spectra for all peptides and internal standards were obtained in 
positive ion mode. The full-scan electrospray mass spectrum of targeted peptides displayed the 
formation of characteristic pseudo molecular ions [M+nH]n+ and the fragment ions observed in 
MS/MS spectra were annotated based on the Roepstorff and Fohlman nomenclature [Roepstorff 
and Fohlman, 1984]. Details on MS parameters and MRM transitions are reported in Table 1. 
Full-scan and product ion mass spectra are necessary to identify and characterize each 
neuropeptide. The full-scan electrospray mass spectra of targeted neuropeptides showed a base 
peak pseudo molecular ions at m/z 572.2 (1+) for EM-2 and 577.3 (1+) for d5-EM-2; 556.2 (1+) 
for Leu-Enk and 561.3 (1+) for d5-Leu-Enk; 574.2 (1+) for Met-Enk and 579.3 (2+) for d5-Met-
Enk; 716.4 (3+) for Dyn A and 718.1 (3+) for d5-Dyn A; 674.4 (2+) for SP and 677.0 (2+) for d5-
SP; 952 (4+) for CGRP. Figure 1 presents product ion spectra (MS/MS) for targeted 
neuropeptides obtained and typical a, b, y and z positive ion fragments were observed. The 
observed collision-induced dissociation spectra were all compatible with the neuropeptide 
sequences. Additionally, we selected and optimized two of the most abundant and specific 
product ions for each neuropeptide to generate post acquisition MRM extracted ion 
chromatograms to obtain the best sensitivity, selectivity and reproducibility. Furthermore, 




materials. The overlay MRM extracted ion chromatograms display in Figure 2 demonstrate a 
good concordance between peptide reference standards and endogenous peptides observed in 
extracted tissues.  
IV. 4. 2. Analytical performance 
The choice of analytical strategy is important in order to improve the precision and the accuracy 
of the data measurements, and consequently enhance the sensitivity of the assay. As 
demonstrated in a prior publication [Pailleux and Beaudry, 2012], normalization with stable 
isotope labeled internal standards provided the best approach for sample normalization and can 
be used for the absolute and relative quantification of peptides. Targeted neuropeptides were 
labeled on phenylalanine (d5), glycine (d2) and/or leucine (d3) residues by incorporation of 
deuterium atoms. The instrument response linearity was tested using peak area ratio of targeted 
neuropeptides with corresponding deuterium labeled peptides. The linearity response was tested 
with dilution ratios (i.e Light/Heavy ratios) of spinal cord homogenates with a solution of 
deuterium labeled peptides at 1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 to test the precision and accuracy of the 
isotopic dilution technique. Correlation assessments between measured peak area ratios and 
nominal dilution ratios were performed. As illustrated in Figure 3, the correlations were excellent 
(R2 = 0.9909 to 0.9994). The precision (%CV) was comprised between 2.0% and 14.1% and the 
accuracy (%NOM) was contained between 86.6% and 111.4% for all targeted neuropeptides. 
Accordingly, the analytical method provided adequate figures of merit for targeted peptide 
analysis performed during this study. 
IV.4. 3.  LC-MS/MS analysis of mouse spinal cords 
Following the analysis of EM-2, Dyn A, Leu-Enk, Met-Enk and CGRP in mouse spinal cords 
significantly altered concentrations were observed between Tac1-/- and WT groups for specific 




between both groups were performed. As illustrated in Figure 4, EM-2, Leu-Enk and Dyn A were 
significantly down-regulated in Tac1-/- spinal cord tissues. EM-2 concentrations were 15.3% 
lower (p < 0.05), Leu-Enk were 20.7% lower (p < 0.05) and Dyn A concentrations were 62.3% 
lower (p < 0.0001) in Tac1-/- mice. However, concentrations for Met-Enk and CGRP were not 
statistically different. Also, as expected, SP was not detected in Tac1-/-. These results clearly 
demonstrated that Tac1-/- mice exhibited significantly inferior EM-2, Leu-Enk and Dyn A 
concentrations in the spinal cord. 
IV. 5. Discussion 
Noxious sensory information is perceived by the nervous system following a cascade of complex 
physiological and biochemical processes [Basbaum, 1999; Basbaum et al., 2009]. Considerable 
deciphering and modulation of sensory information occurs in the spinal cord as it is relayed by 
peripheral sensory neurons [Moreira et al., 2009; Honore et al., 2000]. As discussed previously, 
neuropeptides are either neurotransmitters or neuromodulators at various levels in the CNS and 
play a fundamental role in pain transmission [Levine et al., 1993; Seybold, 2009]. Numerous 
neuropeptides were depicted, principally, tackykinin and opioid related peptides [Felippotti et al., 
2012; Ferland et al., 2011; Mika et al., 2011; Bali et al., 2014]. Members of the tachykinin family 
are generally pronociceptive neuropeptides and have been known to play an important role in 
central sensitization leading to hyperalgesia and allodynia [Lecci et al., 2000]. Opioid peptides 
(i.e. endomorphins and enkephalins) have potent analgesic effects in the CNS and play an 
essential role in endogenous pain inhibition [Machelska, 2007; Wang et al., 2013]. As illustrated 
in Figure 4, Tac1-/- mice showed a significant decrease of EM-2 and Leu-Enk concentrations in 
the spinal cord, but more importantly, an almost 3 fold decrease of Dyn A concentration. 
Interestingly, we have not observed any difference in CGRP concentration despite being 




Endomorphin-2 is an endogenous opioid broadly distributed in the central nervous system 
playing an important role in the earliest stage of pain sensation, transmission and modulation. 
Additionally, the expression of EM-2 is closely linked with the expression of pronociceptive 
peptides (i.e. SP, CGRP) [Martin-Schild et al., 1999; Sanderson et al., 2004; Wang et al., 2013; 
Wu et al., 2015]. It has been demonstrated that EM-2 is co-localized with SP in large core dense 
vesicles (LCDV) present in primary afferent terminals suggesting concomitance release of 
excitatory and inhibitory neurotransmitters into the intersynaptic space. This may suggest that 
noxious stimulus evoke EM-2 release and regulate nociceptive processing by presynaptic and 
postsynaptic inhibitory actions [Sanderson et al., 2004]. Also, it is believe that pain perception is 
necessary to trigger the release of EM-2 into the intersynaptic space acting on opioid receptors 
[Williams, et al., 1999]. The nociceptive response of Tac1-/- mice is somehow hampered and 
could explain the lower EM-2 concentration found in the spinal cords.  
Following nociceptive stimuli, SP is released from central terminal fibers into intersynaptic space 
and activates the NK1 receptor located at the postsynaptic membrane. SP induced Ca2+ 
mobilization is highly correlated with NK1 receptor activation, induction and internalization in 
the dorsal horn [Sahbaie et al., 2012]. The Ca2+ influx and NK1 internalization induces an 
increase of the expression of δ and µ-opioid receptors but not κ-opioid receptor [Aimone and 
Yaksh 1989, Yaksh 1988]. The activation of δ and µ-opioid receptors mediate analgesic effects. 
It has been demonstrated that EM-2 has an affinity and selectivity for µ-opioid receptors [Zadina 
et al., 1997; Wu et al., 2015]. Therefore, the significant decrease of EM-2 concentration in the 
spinal cord of Tac1-/- mice may have an impact on the endogenous pain-relieving mechanisms.   
Also, protachykinin precursors of SP and δ-opioid receptors are co-localized in the LCDV and 
trafficking of δ-opioid receptors depends mainly on its interaction with SP domain of the 
protachykinin precursor [Guan et al., 2005]. The direct interaction between protachykinins and δ-




surface insertion of δ-opioid receptors [Ueda et al., 1995; Zachariou and Goldstein, 1996]. 
However, SP is not considered to be a ligand for δ-opioid receptors, which is activated by 
endogenous opioid peptides such as Leu-Enk and Met-Enk. As previously established, Leu-Enk 
is principally localized in the spinal cord and Met-Enk in the brain [Anupama et al., 2009]. 
Proenkephalin encode both Leu-Enk and Met-Enk but prodynorphin, the precursor of Dyn A, has 
two copies of Leu-Enk encoded in its primary sequence. Moreover, the N-terminal sequence of 
Dyn A encodes specifically Leu-Enk. Proteolytic processing of prodynorphin and Dyn A can lead 
to the formation of Leu-Enk contributing to the observed endogenous levels. Proprotein 
convertase 1/3 and 2 can cleave Dyn A to form Dyn A1-7 and basic amino acid residues can be 
removed by the action of carboxypeptidase E (CPE) to form Leu-Enk [Hook et al., 2008]. As 
shown in Figure 4, the concentration of Dyn A is severely reduced in Tac1-/- mouse spinal cords. 
This result may explain the reason we observed a decrease concentration of Leu-Enk and not for 
Met-Enk. The interaction of EM-2 with µ-opioid receptors located on the interneurons in the 
dorsal horn play a central role in the release of Dyn A [Iadarola et al., 1988, Dubner and Ruda 
1992, Bian et al., 1999, Malan et al., 2000, Bao et al., 2003; Bali et al. 2014; Wu et al., 2015]. 
The combined interaction of EM-2 with µ opioid receptors and Dyn A with k-opioid receptors 
inhibits the release of SP, therefore contributing to alleviate pain [Li et al., 1998, Wang et al., 
2000, Sanderson et al., 2004; Zadina et al., 1997; Przewlocka et al., 1999]. Morphine is a µ-
opioid receptor agonist and it has been recently demonstrated that tolerance to morphine is not 
observed in Tac1-/- mice [Guan et al., 2005]. Tolerance and addiction are intimately related to µ-
opioid receptors expression in the brain and spinal cord [Contet et al., 2004] and these results 
suggest impaired µ-opioid receptor activities in Tac1-/- mice. Dynorphin A release might be 
significantly reduced since it is intimately related with the interaction of EM-2 and µ-opioid 




The Tac1-/- mice presented similar pain sensitivity compared with WT mice using mild thermal 
pain models, supporting the hypothesis that SP may not play an important role in the sensitivity 
to low and moderate pain. However, our results suggest that the absence of SP appears to have an 
impact on the endogenous pain-relieving mechanisms. This is important information since 
impairment of the endogenous opioid system, may have a significant impact on patients suffering 
of persistent low to moderate pain and on their well-being. The development of NK1 receptor 
antagonists did not produce clear analgesic effect for a variety of pain states during clinical trials 
[Hill, 2000]. The intimacy between the tachykinin and opioid systems may explain the lack of 
clinical efficacy of NK1 receptor antagonists. Additionally, new strategies targeting the 
processing of protachykinins are being developed [Vivoli et al., 2012; Yongye et al., 2013], but 
may face similar limitations particularly for chronic treatments.  
IV. 6. Conclusion 
Tachykinin and opioid neuropeptides play a central role in pain transmission, modulation and 
inhibition. The treatment of pain is very important in medicine and studies using NK1 receptor 
antagonists failed to show significant analgesic effects in humans (e.g. post-operative and 
osteoarthritis pain, diabetic neuropathy and migraine). Thus, recent investigations suggest that 
both pronociceptive tachykinin system (SP-NK1) and the analgesic opioid system are important 
for normal pain sensation. The analysis of Tac1-/- mouse spinal cords revealed noteworthy 
decreases of EM-2, Leu-Enk and Dyn A concentrations which strongly suggest a significant 
impact on the endogenous pain-relieving mechanisms. These observations may have insightful 
impact on future analgesic drug developments and therapeutic strategies.  
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IV. 8. Table legends 
 
Table 1. Summary of peptide quantification parameters used for HPLC-MS/MS analysis and 
post processing MRM 
 
Peptides Sequences Precursor ions Product ions 
Collision 
energy (%) 
EM-2 YPFF-NH2 572.2 (z = 1) 408.3 (b3) 
392.2 (z3) 
30 
(d5 )EM-2  YPFF(d5)-NH2 577.3 (z = 1) 408.3 (b3) 
397.2 (z3) 
30 
Leu-Enk YGGFL 556.2 (z = 1) 425.2 (b4) 
397.3 (a4) 
30 
(d5 )Leu-Enk YGGF(d5)L 561.3 (z = 1) 430.2 (b4) 
402.2 (a4) 
30 
Met-Enk YGGFM 574.2 (z = 1) 425.2 (b4) 
397.3 (a4) 
30 
(d5 )Met-Enk YGGF(d5)M 579.3 (z = 1) 430.2 (b4) 
402.2 (a4) 
30 





(d5 )Dyn A YGGF(d5) 
LRRIRPKLKWDNQ 









(d5 )SP RPKPQQFFG(d2)L(d3) M-
NH2 

















IV. 9. Figures 
 
 
Figure 1. Product ion spectra (MS2) of EM-2 (A), Leu-Enk (B), Met-Enk (C), Dyn A (D), SP (E) 






Figure 2. Analysis of targeted peptides in mouse spinal cord tissues. EM-2 overlay MRM 
extracted ion chromatograms of a reference (black) and a spinal cord tissue (red) (A). Leu-Enk overlay 
MRM extracted ion chromatograms of a reference (black) and a spinal cord tissue (red) (B). Met-Enk 
overlay MRM extracted ion chromatograms of a reference (black) and a spinal cord tissue (red) (C). Dyn 
A overlay MRM extracted ion chromatograms of a reference (black) and a spinal cord tissue (red) (D). SP 
overlay MRM extracted ion chromatograms of a reference (black) and a spinal cord tissue (red) (E). 







Figure 3. Calibration curve for targeted peptides. The peak area ratio between endogenous 
peptides and deuterium labeled peptides are display against five specific dilution ratios (e.g. 1:4, 









Figure 4. Histograms of neuropeptide concentrations observed in WT (n = 6) and Tac1-/- (n = 6) 
mouse spinal cords (Mean ± SE). Peptide concentrations were determined using an isotope ratio 
mass spectrometry method. Concentrations observed in WT and Tac1-/- mouse spinal cords for 




















































Les peptides appartenant à la famille des tachykinines sont largement exprimés au 
niveau du SNC et périphérique où ils contribuent d’une manière significative à 
l’hyperalgésie primaire et secondaire (Schröder et al., 2014). Particulièrement, la 
compréhension des mécanismes de la maturation enzymatique des précurseurs des 
tachykinines, ainsi que l’étude de la stabilité métabolique de la SP; permettrait 
certainement d’étayer des stratégies de traitement innovateur en inhibant la formation 
des neuropeptides pro-nociceptifs ou en favorisant la production de fragments 
peptidiques inactifs. Cependant, il est important de comprendre, l’interdépendance entre 
le système pro-nociceptif et le système opioïde endogène. La réduction significative des 
concentrations de peptides pro-nociceptifs pouvant altérer la réponse endogène du 
système opioïde.  
I. Implication des PCs dans le métabolisme des tachykinines 
Cette étude a supposé que PC1 et PC2 peuvent jouer un rôle important dans le 
métabolisme des tachykinines et dans la production de la SP. Afin de confirmer cette 
première hypothèse, des fractions S9 de la moelle épinière des souris WT, PC1 et PC2 
knockdown ont été isolées. En effet, les fractions tissulaires S9 sont couramment 
utilisées pour étudier le métabolisme puisque ces fractions contiennent le cytosol et les 
microsomes (Gao et al., 2005; Zhanga et al., 2012). En premier lieu, une analyse 
quantitative de PC1 et de PC2 dans les fractions S9 de la moelle épinière des souris WT, 
PC1-/+ et PC2-/+ était nécessaire. Deux peptides trypsiques spécifiques pour PC1 et PC2 
ont été ciblés pour effectuer une quantification relative sur la base de l'abondance d'ions 
observée. Les résultats attendus reliés à cette première partie de travail suggèrent que 




Knockdown provoquera une diminution d’expression de PC1 et de PC2. Comme attendu, 
les résultats obtenus étaient cohérents avec le génotype et les concentrations mesurées 
montrent une diminution significative de l’expression de PC1 et de PC2 dans les 
fractions S9 de la moelle épinière des souris PC1- / + et PC2 -/+ comparativement à celle 
du WT.  
 
En second lieu et afin de valider la présence d’une activité enzymatique dans la 
fraction S9 de la moelle épinière des souris, la Tach20-68 et la Tach58-78 ont été incubées 
pendant 30 min avec ou sans (contrôle négatif) les fractions S9 de la moelle épinière 
puis elles sont analysées par spectrométrie de masse. Les résultats obtenus ont montré 
qu’en présence des fractions S9 de la moelle épinière, plus que 87% des peptides 
précurseurs se dégradent en 30 min. Cependant, le contrôle négatif ne présente aucune 
dégradation après une période d'incubation de 30 min pour les deux peptides complets. 
Ainsi, les résultats obtenus ont révélé une activité enzymatique dans les fractions S9 de 
la moelle épinière des souris PC1, PC2 Knockdown et WT. 
 
Suite à la validation de l’activité de la fraction S9, le suivi de la cinétique de 
dégradation des pro-tachykinines a été réalisé. La Tach20-68 et la Tach58-78 ont été 
utilisées comme peptides substituts pour favoriser une meilleure compréhension de la 
dégradation de la protachykinine-1 contenant la séquence de quatre peptides de 
tachykinine, y compris la SP. La Tach20-68 et la Tach58-78 ont été incubées pendant 30 
min avec les fractions S9 des moelles épinières. Ensuite, les réactions ont été analysées 
en utilisant la spectrométrie de masse. Les résultats attendus au niveau de cette partie de 
travail supposent que PC1 et/ou PC2 clivent la séquence de la Tach20-68 du coté C-




clivage se réalisera entre la paire d’acide aminé basique (57R58R) vu qu’elle est suivie 
d'une proline 59P.  
De même, PC1 et/ou PC2 sont supposées cliver la Tach58-78 du coté C-terminal 
conduisant ainsi à la formation de la Tach58-71. Par la suite, les CPE, la peptidylglycine 
mono-oxygénase (PAM) et la peptidylglycine hydroxylase (PHM) interviennent pour 
former la SP.  
Comme présumé, les résultats des analyses par spectrométrie de masse valident 
bien notre hypothèse et révèlent que de nombreux fragments peptidiques attendus ont été 
effectivement observés à partir de la Tach20-68 avec une bonne précision de masse 
comprise entre -1,6 et 1,5 ppm pour tous les fragments peptidiques détectés. Les 
données obtenues démontrent clairement que la SP et ses métabolites sont générés à 
partir de la séquence de la Tach20-68. Spécifiquement, la SP, la SP8-11 et la SP1-7 étaient 
les fragments peptidiques les plus abondants. Ainsi, les résultats observés montrent que 
PC1 et PC2 sont impliquées dans le clivage C-terminal de la Tach20-68, ce qui suggère 
une diminution d’expression de la SP et de ses métabolites chez les souris PC1 et PC2 
Knockdown. Comme attendu, les résultats démontrent que la vitesse de formation de la 
SP et de ses métabolites C–terminaux est significativement réduite au niveau des 
fractions S9 de la moelle épinière des souris PC1- / + et PC2- / +.  
 
Également, la dégradation de la Tach58-78 dans les fractions S9 montre que de 
nombreux fragments peptidiques attendus ont été observés, en particulier les fragments 
C-terminaux notamment la Tach58-71 et la SP avec une bonne précision de masse 
comprise entre -1,2 et 2,2 ppm pour tous les fragments peptidiques détectés. Ainsi, les 
résultats obtenus montrent que PC1 et PC2 sont impliquées dans le clivage C-terminal 




vitesse de formation (vi) de la Tach58-71, de la Tach58-70 et de la SP a été significativement 
réduit dans les fractions S9 de la moelle épinière des souris PC1- / + et PC2 - / +.  
L’ensemble des résultats démontre que PC1 et PC2 s’avèrent d’une importance majeure 
dans le traitement C-terminal de la protachykinine-1 et dans la régulation des 
concentrations de la SP. Une diminution significative de la vitesse de formation peut 
indiquer une réduction de la concentration de la tach58-71 et de la SP dans les moelles 
épinières des souris PC1-/+ et PC2-/+. Ceci peut être associé au fait que PC1 et PC2 sont 
impliquées dans le clivage enzymatique de la plupart des neuropeptides nociceptifs, telle 
que la SP comme démontrée et des peptides opioïdes comme les enképhalines, les 
nociceptines et les dynorphines (Podvin, 2016).  
 
Il est important de rappeler que PC1 et PC2 peuvent être manipulées de manière 
pharmacologique (Day et al., 1992;	 Lutfy et al., 2016) avec éventualité d'inhibition 
partielle afin de réduire la libération de peptides tachykinines qui jouent un rôle critique 
dans la transmission nociceptive (Quartara and Maggi, 1998). Cependant, l'inhibition 
partielle de PC1 ou PC2 peut également avoir un impact sur les systèmes opioïdes et 
probablement entraver les systèmes endogènes de modulation de douleur (Sekizawa et 
al., 1992; Cesselin, 1995). 
 
II. Mécanisme de régulation de la SP 
Plusieurs mécanismes régulent les niveaux de la SP, y compris l'expression 
différentielle de l'ARNm de la pro-tachykinine et la sécrétion contrôlée des tachykinines 
à partir des neurones. La protéolyse est soupçonnée de réguler les concentrations de la 




et de la SP ainsi que de ses métabolites C-terminaux s’avère d’une importance majeure 
au niveau du développement de l'hyperalgésie secondaire et de l'activation des 
mécanismes endogènes anti-nociceptifs. Afin de déterminer la stabilité métabolique de 
la Tach58-71 et de la SP ainsi que de ses métabolites C-terminaux, en premier lieu la 
Tach58-71, la SP, et les fragments de la SP ont été incubés avec les fractions S9 de la 
moelle épinière des souris pendant 10 min, puis analysées par HPLC-MS. Les résultats 
obtenus indiquent que les concentrations en tachykinine dans la moelle épinière des 
souris PC1-/+, PC2-/+ et WT sont régulées par la protéolyse avec génération d’une série 
de métabolites de peptides. De nombreux fragments peptidiques attendus ont été 
observés avec une précision de masse comprise entre -1,4 et 0,6 ppm pour tous les 
fragments peptidiques détectés. Plus précisément, la SP, la SP3-11, la SP5-11, la SP8-11, la 
SP1-9 et la SP1-7 étaient les fragments peptidiques les plus abondants. Cependant, la 
présente étude a détecté uniquement la SP non amidée ceci est probablement dû au fait 
que l'amidation peptidique est catalysée par la PAM ou la PHM, nécessitant du cuivre et 
de l'ascorbate absent dans les milieux réactionnels. Tout de même, les résultats obtenus 
ont confirmés clairement que la Tach58-71 est un précurseur de la SP.  
 
Par la suite, d'autres expériences consacrées à l’étude de la cinétique de 
dégradation de la Tach58-71, des fragments C- et N- terminaux et de la SP ont été 
effectuées pendant des temps distincts. Les profils de dégradation ont montré que la 
Tach58-71 et la SP se dégradent rapidement lorsqu'ils sont exposés à la fraction S9 de la 
moelle épinière des souris, avec un temps de demi-vie relativement court (Tach58-71 T1/2 
= 5,7 ± 0,2 min, SP T1/2 = 3,5 ± 0,3 ) par rapport aux fragments C- et N- terminaux de la 
SP (T1/2 valeurs de 20,2 ± 3,9 min, 10,9 ± 1,1 min, 19,9 ± 4,5 min, 20,1 ± 1,8 min et 29,5 




formation de la SP1-7 et de la SP8-11 a été nettement plus élevée par rapport à celles des 
autres fragments abondants, ce qui suggère que la SP1-7 et la SP8-11 sont les produits 
métaboliques primaires. Ces résultats sont cohérents avec une étude récente qui se 
concentre sur le traitement C-terminal de la SP produisant spécifiquement les fragments 
SP1-7 et SP1-9 (Mitchell et al., 2013), tandis que l'activité biologique des fragments C-
terminaux s’avèrent d’une importance capitale dans les mécanismes pro-nociceptifs 
(Jonsson, 2015). Ce présent travail a démontré nettement que les fragments C-terminaux 
sont plus stables métaboliquement que la SP. La formation des métabolites SP3-11, SP5- 11 
et SP8-11 semble être d’une importance majeure vu qu’ils interagissent spécifiquement 
avec les récepteurs NKR (Geraghty and Burcher, 1993; Michael-Titus et al., 1999 ; 
Hallberg and Nyberg, 2003 ; Datar et al., 2004; Howard et al, 2006; Valentin-Hansen et 
al, 2014). En effet, des études antérieures ont également démontré que la SP et ses 
métabolites C-terminaux détiennent des affinités de liaisons distinctes avec les 
récepteurs NKR (Michael-Titus et al., 1999; Vasiliou et al., 2007; Valentin-Hansen et al., 
2014; Mistrova et al., 2016) et l'effet résultant dépendra fortement de l'abondance 
relative des métabolites. La stabilité métabolique des fragments C-terminaux, permet à 
ces métabolites d'avoir plus d’accès aux récepteurs NKR et d’avoir moins 
d’encombrement stérique ce qui facilite l’intéraction substrat-récepteur donc de jouer un 
rôle fondamental dans la nociception.	 D’ailleurs, cette interaction induit la libération de 
l'inositol triphosphate (IP3) (Maggi, 1995; Myöhänen et al, 2008). L’IP3 affecte 
spécifiquement la concentration intracellulaire du Ca2 + dans le SNC (Ferris and Snyder, 
1992; Berridge, 1993; Hokin and Dixon, 1993). En conséquence, la mobilisation du Ca2+ 
favorise l'activation, l’induction et l’internalisation du récepteur NK1 dans la corne 
dorsale (Quartara and Maggi, 1997; Sahbaie et al., 2012). L'influx du Ca2+ et 




récepteurs opioïdes δ et µ et leur activation par les opioïdes endogènes sert 
d'intermédiaire aux effets analgésiques (Yaksh, 1988; Aimone and Yaksh, 1989). Ainsi, 
l'expression relative de la SP3-11 et de la SP5-11 est un facteur important dans le 
développement de l'hyperalgésie secondaire et affecte de façon significative les 
mécanismes de transmission de la douleur, y compris les actions pro-nociceptives et 
même les actions anti-nociceptives (Yaksh, 1988; Aimone and Yaksh, 1989). Par 
conséquent, non seulement la SP doit être considérée, mais aussi la Tach58-71 précurseure 
de la SP et les métabolites C-terminaux de la SP qui peuvent avoir des fonctions 
importantes lors du développement de l'hyperalgésie secondaire. Ainsi, les fragments 
SP3-11 et SP5-11 pourraient être des bio-marqueurs importants de la douleur (Pailleux et 
al., 2013). 
 
 Le prolyl-endopeptidase (PREP) peut être une enzyme importante dans le traitement 
endo-proteolytique de la Tach58-71 et de la SP conduisant à la formation de la SP3-11 et de 
la SP5-11. En effet, il a été déterminé que le PREP catalyse l'hydrolyse de la liaison Pro-X 
de peptides avec une séquence primaire inférieure à 30 acides aminés (Polgár, 2002; 
Nolte et al., 2009). De même, l'expression de l'ARNm du PREP dans la moelle épinière a 
été décrite et il a été suggéré que les peptides des tachykinines peuvent être hydrolysés 
par le PREP (Nolte et al., 2009). Pour valider cette hypothèse, des fractions S9 ont été 
incubées avec la Tach58-71 ou la SP à 37 °C pendant 10 minutes avec deux inhibiteurs 
spécifiques aux PREP (Z-Pro-prolinal et S-17902). Les résultats attendus suggèrent que 
l’inhibition du PREP aurait un impact significatif sur la formation des fragments SP3-11 
et SP5-11. Comme attendu, les résultats ont montré que la Tach58-71 et la SP se dégradent 
rapidement en 10 min et qu’aucune différence significative n'a été observée avec ou sans 




SP8-11. Cependant, les inhibiteurs de PREP ont considérablement réduit le taux de 
formation de la SP3-11 et de la SP5-11. Ces résultats confirment l’implication du PREP 
dans le traitement N-terminal de la Tach58-71 et de la SP pour générer des fragments de 
peptides bioactifs SP3-11 et SP5-11.  
 
Ces résultats pourraient suggérer que l’inhibition de PREP pourrait favoriser la 
biosynthèse de fragments inactifs ou significativement moins actifs comparé à SP, SP3-11 
et SP5-11. Cependant, il est important de comprendre, l’interdépendance entre le système 
pro-nociceptif et le système opioïde endogène. La réduction significative des 
concentrations de peptides pro-nociceptifs peut altérer la réponse du système opioïde 
endogène. 
III. Détermination des concentrations en peptides endogènes chez les souris PC1+/- 
et PC2+/- 
Étant donné que la régulation des niveaux endogènes de peptides opioïdes (DynA, 
Leu-Enk, Met-Enk) et des tachykinines (Tach58-71, SP) dépend fondamentalement de 
l'activité de PC1 et de celle de PC2. Cette étude suppose que les moelles épinières de 
souris PC1-/+ et PC2 -/+ auront un déficit significatif en tachykinines et en peptides 
opioïdes ce qui peut affecter de manière significative les voies de modulation de la 
douleur. Les résultats obtenus révèlent une diminution significative non seulement des 
neuropeptides pro-nociceptifs (tels que la Tach58-71 (p <0,05), la SP (p <0,01) et le NKA 
(P <0,001)), mais également des neuropeptides opioïdes endogènes telles que (la Dyn A 
(p <0,01), la Leu-Enk (p <0,001) et la Met-Enk (p <0,001)) dans la moelle épinière des 
souris PC1-/+ et PC2-/+. De plus, les résultats ne suggèrent pas de compensation due à la 




comme présenté au niveau de la Figure 14. Par conséquent, la modulation de l'activité 
des PCs a un impact important aussi bien sur les peptides pro-nociceptifs (SP et NKA), 
que sur le système opioïde endogène, ce qui peut affecter significativement les voies 
modulatrices de la douleur. 
 
 La diminution des concentrations de la SP et du NKA est cohérente avec les 
résultats de la première hypothèse de ce présent travail. De même, la diminution des 
concentrations de la DynA et de la Leu-Enk est en accord avec les résultats obtenus in 
vitro par Orduna Ruiz et Beaudry (2016) qui ont démontré que le traitement 
protéolytique de la Pdyn et de la Dyn A conduit à la formation de la Leu-Enk sous l’effet 
protéolytique de PC1 et de PC2. Tout de même, les résultats obtenus montrent qu’il 
existe une différence entre les niveaux de la DynA, Leu-Enk et Met-Enk dans la moelle 
épinière des souris PC1-/+ et PC2-/+. Même si elle n'est pas statistiquement significative, 
cette différence peut suggérer un rôle plus important de PC1 que celui de PC2.  
 
Mis à part l’effet de PC1 et de PC2 dans le métabolisme des tachykinines et des 
peptides opioïdes, il est intéressant de noter que suite à une stimulation nociceptive, la 
SP et la NKA se libèrent dans l'espace inter-synaptique et activent le récepteur NKR 
(NK1 et NK2) situé au niveau de la membrane post-synaptique. La mobilisation de Ca2+ 
induit l'activation, l'induction et l'internalisation des récepteurs NKR dans la corne 
dorsale (Sahbaie et al., 2012). L'influx de Ca2+ et l'internalisation des NKR provoquent 
spécifiquement une augmentation de l'expression des récepteurs opioïdes δ et µ (Yaksh 
1988; Aimone and Yaksh, 1989). Donc, l'activation des récepteurs opioïdes δ et µ par 
leurs ligands endogènes (c'est-à-dire Leu-Enk et Met-Enk) joue le rôle d'analgésique. Par 




moelle épinière de souris PC1- / + et PC2- / + peut affecter l’expression des récepteurs 
opioïdes δ et µ et entraver relativement les systèmes opioïdes endogènes. 
 
Les résultats énoncés peuvent avoir un impact sur les stratégies de 
développement des médicaments analgésiques. Au cours de la dernière décennie, une 
augmentation significative de l'intérêt pour le ciblage thérapeutique des protéases a été 
notée. Par exemple, les inhibiteurs des PCs sont depuis longtemps utilisés pour le 
traitement de plusieurs maladies comme les infections virales, l'arthrose, le cancer et les 
maladies cardiovasculaires (Konoshita et al., 1994; Bassi et al., 2005 ; Artenstein and 
Opal 2011; Ramos-Molina et al, 2015; Xu, 2016). Cependant, nombreuses sont les 
questions concernant l'adéquation de la manipulation pharmacologique des PCs dans un 
contexte thérapeutique, en particulier concernant les effets secondaires probables du 
traitement. Ainsi, les résultats obtenus peuvent avoir un impact perspicace sur les futurs 
développements de médicaments analgésiques et sur les stratégies thérapeutiques ciblant 
les PCs. 
Cette étude peut suggérer que même si la manipulation pharmacologique de PC1 
ou de PC2 peut réduire significativement les niveaux de peptides pro-nociceptifs comme 
la SP et la NKA, elle peut également avoir un impact significatif sur les systèmes 
opioïdes endogènes, y compris la réduction des concentrations d'enképhalines et de 
peptides dynorphines, mais aussi sur l'expression des récepteurs δ et µ-opioïdes. En 
conséquence, le système endogène de modulation de douleur serait entravé et 
possiblement contre-productif, en particulier pour un traitement chronique. L’utilisation 
d’un opioïde synthétique et d’un inhibiteur pourrait être une solution à envisager, et 
peut-être que les doses d’opioïde nécessaire seraient réduites et ainsi cela diminuerait les 




Notamment, l’ensemble des résultats obtenus dans ce présent travail n’était pas 
effectué dans un contexte précis de douleur ou de modélisation de douleur. 
Probablement, lors d’un état de douleur ou même de stress les concentrations des 
peptides tachykinines et celles des opioïdes seront réduites d’une façon plus ou moins 
significative relativement à nos résultats.  Il serait pertinent de faire des études plus 
poussées en particulier refaire les analyses de peptides opioïdes et de tachykinines dans 
un contexte de douleur chez les souris PC1-/+ et PC2-/+. Il est fort possible qu’une 
douleur modifierait la synthèse des peptides endogènes. Il faut noter aussi que 
l’organisme vivant demeure d’une complexité majeure avec les différents 
neurotransmetteurs et neuro-modulateurs, les différentes voies de signalisation de 
remodelage synaptique, l’impact du système nerveux autonome et même avec les 
conditions environnementales possédant tous un impact direct sur l’état physiologique 
(Vachon et al., 2013; Tajerian  et al., 2013; Bai et al., 2015). En effet, les conditions 
environnantes, ont un impact significatif  sur les concentrations des peptides endogènes. 
L’article de Croissendeau conclu que les souris PC2 knockout n'ont pas une sensibilité à 
la douleur différente de celles wild-type. Par contre, les souris PC2 knockout ont montré 
significativement moins de sensibilité à la douleur suite a une stimulation nociceptive 
intense suite à un stress (Croissandeau et al., 2006). Croissandeau et al., concluent que la 
diminution de sensibilité à la douleur etait due à l’augmentation de la libération des 
peptides opioïdes suite à un stress. De même, plusieurs études effectuées sur des 
animaux ont montré que les mécanismes de régulation de douleur par le stress implique 
une libération d’opioïdes endogènes (Willer et al., 1981;  Akil et al., 1986) qui modulent 
la réponse nociceptive des neurones de la corne dorsale de la moelle épinière. Cependant, 
à long terme, la réponse au stress peut devenir inadaptée et induire une série de 




neurophatique ou chronique, l’interaction entre le stress et la douleur se traduit par une 
augmentation de la sensibilité douloureuse contribuant au déclenchement, l'amplification 
et à la persistance de la douleur chronique (Turk, 2002; Andre et al., 2003; Gatchel et al., 
2007; Borsook et al., 2012).  
 
De même, lors d’une étude comportementale ou de modélisation de douleur, la 
différence génétique des lignées de souris utilisées peut être d’une importance majeure. 
Le choix du génotype, de la lignée, de l'environnement (l'expérimentateur, la saison, 
l’humidité, la densité de la cage, le temps de la journée, le sexe et l'ordre des tests au 
sein de cage) peuvent avoir un impact significatif sur les résultats. Bien que, la génétique 
a un impact non négligeable (20%), les conditions environnementales s’avèrent d’une 
importance majeure (40%) étant donnée la complexité du vivant et sa capacité de 
modulation et d’adaptation (Chesler et al., 2002). 
 
IV. Détermination des concentrations des peptides endogènes chez les souris Tac1 
KO 
Il est important de comprendre l’interdépendance entre le système pro-nociceptif 
et le système opioïde endogène. Une réduction significative des concentrations des 
peptides pro-nociceptifs notamment de la SP pourrait altérer la réponse du système 
opioïde endogène. En effet, il a été confirmé que les souris Tac1-/- ont montré une 
diminution significative des réponses à la douleur suite aux stimuli d’intensités modérés 
à intenses (Cao et al., 1998). Cependant, les souris Tac1-/- présentaient un phénotype de 
douleur similaire aux souris WT suite à des stimuli d’intensité faible ou non douloureux 




également présenter un déficit significatif de neuropeptides opioïdes, y compris l’EM2 
et la Dyn A, ce qui affectera les voies modulatrices de la douleur.  
Confirmant notre hypothèse, les résultats des analyses ont montré une diminution 
significative de l’EM2, de la Leu-Enk et de la Dyn A dans les tissus de la moelle 
épinière chez les souris Tac1-/- comparées à celles mesurées chez les souris WT. En effet, 
les concentrations en EM2 étaient 15,3% inférieures (p <0,05), Leu-Enk étaient 
inférieures de 20,7% (p <0,05) et les concentrations de Dyn A étaient 62,3% inférieures 
(p <0,0001) chez les souris Tac1- /- par rapport à celle WT. Cependant, les concentrations 
de la Met-Enk et du CGRP ne sont pas statistiquement différentes. En outre, comme 
prévu, la SP n'a pas été détectée chez les souris Tac1-/-.  
 
La diminution des concentrations de l’EM2 au niveau de la moelle épinière des 
souris Tac1-/- pourrait être due au fait que l'expression de l’EM2 est étroitement liée à 
l'expression des peptides pro-nociceptifs telle que la SP (Martin-Schild et al., 1999; 
Sanderson et al., 2004; Wang et al., 2015). En effet, il a été démontré que l'EM2 est co-
localisée avec la SP dans les vésicules à cœur denses (LCDV) présentes dans les 
terminaisons afférentes primaires suggérant la libération concomitante de 
neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs dans l'espace inter-synaptique. Cela peut 
suggérer que le stimulus nociceptif évoque la libération de l'EM2 (Sanderson et al., 
2004). De plus, la perception de la douleur est nécessaire pour déclencher la libération 
de l'EM2 dans l'espace inter-synaptique agissant sur les récepteurs opioïdes (Williams et 
al., 1999). La réponse nociceptive des souris Tac1-/- est en quelque sorte entravée et 






Il est intéressant de rappeler que chez les souris WT, la SP est libérée dans 
l'espace inter-synaptique à la suite de stimuli nociceptifs et active le récepteur NK1 au 
niveau post-synaptique. L’interaction de la SP-NK1 est fortement corrélée avec 
l'activation, l'induction et l'internalisation du récepteur NK1 (Sahbaie et al., 2012) ce qui 
augmente l'expression des récepteurs opioïdes δ et µ mais pas les récepteurs opioïde κ 
(Yaksh, 1988 ; Aimone and Yaksh, 1989). L’interaction combinée de l'EM2 avec son 
récepteur µ et de la Dyn A avec son récepteur κ, inhibe la libération de la SP, 
contribuant ainsi à une réduction de la douleur (Zadina et al., 1997 ; Li et al., 1998; 
Wang et al., 2000 ; Sanderson et al., 2004; Wu et al., 2015).  
 
 Par conséquent, la diminution significative de la concentration de l’EM2 dans la 
moelle épinière des souris Tac1- / - peut avoir un impact sur les mécanismes endogènes 
de la douleur. De même, le trafic des récepteurs opioïdes δ dépend principalement de 
son interaction avec la pro-tachykinine (Guan et al., 2005). L'interaction directe entre les 
pro-tachykinines et les récepteurs opioïdes δ est responsable du tri des ces récepteurs 
dans le LCDV, induisant leurs expressions membranaires lors d’un stimuli (Ueda et al., 
1995; Zachariou and Goldstein, 1996).   
 
Plusieurs recherches ont confirmé que les concentrations endogènes d’EM2 
peuvent affecter directement la libération de la Dyn A. En effet, l'interaction de l'EM2 
avec les récepteurs opioïdes µ situés sur les inter-neurones dans la corne dorsale joue un 
rôle central dans la libération de la Dyn A (Iadarola et al., 1988; Dubner and  Ruda, 
1992; Bian et al., 1999; Malan et al., 2000; Bao et al., 2003; Bali et al., 2014; Wu et al., 
2015). De même, la libération de la Dyn A pourrait être considérablement réduite étant 




neurones. Au fait, Guan et al., (2005) ont démontré que la tolérance à la morphine n'est 
pas observée chez les souris Tac1-/-. La morphine est un agoniste des récepteurs opioïdes 
µ. La tolérance et la dépendance à la morphine sont intimement liées à l'expression du 
récepteur opioïde µ dans le cerveau et dans la moelle épinière (Contet et al., 2004). Ceci 
suggère que l’activité des récepteurs µ est altéré chez les souris Tac1-/-. Ainsi, l’activité 
des récepteurs µ et les concentrations endogènes en EM2 sont sous exprimées chez les 
souris Tac1-/- ceci peut affecter directement les concentrations de Dyn A dans l’espace 
inter-synaptique au niveau de la moelle épinière. Des études récentes ont démontré que 
le traitement protéolytique de la pro-dynorphine et de la Dyn A conduit à la formation de 
la Leu-Enk (Orduna and Beaudry; 2016). En conséquence, étant donné que les 
concentrations de la Dyn A sont fortement réduites, une diminution de la concentration 
de la Leu-Enk est observée. Par contre, la Leu-Enk est aussi produite suite à la 
maturation de Penk. 
 
L'interdépendance entre le système pro-nociceptif associé aux tachykinines et le système 
opioïde peut expliquer l'absence d'efficacité clinique des antagonistes des récepteurs 
NK1 pour divers états de douleur (Hill, 2000). En outre, de nouvelles stratégies ciblant 
le traitement des pro-tachykinines sont en cours de développement (Vivoli et al., 2012; 
Yongye et al., 2013). Ces nouvelles stratégies peuvent faire face à des limitations 
similaires, en particulier pour les traitements chroniques. L’utilisation d’un opioïde 
synthétique et d’un inhibiteur pourrait être une solution à envisager, et peut-être que les 







Des études complémentaires s’avèrent nécessaires afin de mieux cibler les mécanismes 
centraux et périphériques impliqués dans la douleur. Par exemple, il serait pertinent de 
refaire les analyses de peptides opioïdes et de tachykinines dans un contexte de douleur 
chez les souris PC1-/+ et PC2-/+. Il est fort possible qu’une douleur modifierait la synthèse 
des peptides endogènes. 
De même, des analyses du contenu des synaptosomes chez les souris PC1-/+ et PC2-/+ 
pourraient être intéressantes à envisager. En effet, la modulation de l’activité 
enzymatique de PC1 et/ou PC2 pourrait jouer un rôle important et central dans le 
développement de l’allodynie et de l’hyperalgésie. Ainsi, chez les souris PC1 et PC2 
knockdown le contenu des synaptosomes et probablement l’expression des récepteurs 
pré- et post-synaptiques vont être modifiées, ce qui aurait un impact significatif sur les 
mécanismes de la neurotransmission et de remodelage synaptique et sur la transmission 
du message nociceptif. Pareillement, il a été démontré que les souris PC1-/+ et PC2-/+ et 
les souris Tac1 KO présentent des aspects phénotypiques semblables suite à un stimulus 
douloureux vs WT donc il serait pertinent d’étudier la modulation des voies 








Les résultats obtenus dans ce présent travail ont révélé que PC1 et PC2 sont impliquées 
dans le traitement C-terminal de la pro-tachykinine-1 et suggèrent un rôle majeur dans sa 
maturation et dans la biosynthèse de la SP. Ainsi, les PCs pourraient être des cibles 
pharmacologiques afin d'inhiber partiellement la libération de la SP.  
De même, cette étude a démontré que la protéolyse contrôle les niveaux de la SP dans la 
moelle épinière et que la Tach58-71 est effectivement le précurseur de la SP. La SP et la 
Tach58-71 ont été dégradées rapidement avec des temps de demi-vies relativement courts 
comparativement aux fragments C-terminaux et N-terminaux de la SP. La stabilité 
métabolique des fragments C-terminaux permettrait à ces métabolites d'avoir un accès 
prolongé aux récepteurs NKR et potentiellement jouer un rôle fondamental dans la 
nociception. Ainsi, les fragments SP3-11 et SP5-11 pourraient être des bio-marqueurs 
importants de douleur. En outre, il a été démontré clairement que le PREP est impliqué 
dans le traitement N-terminal de la Tach58-71 et de la SP menant à la formation de la   
SP3-11 et de la SP5-11. Le métabolisme de la SP et de ses métabolites C-terminaux est 
central à la neurochimie de la douleur et la présente étude peut dévoiler des stratégies de 
traitement innovateur en inhibant la formation des neuropeptides pro-nociceptifs ou en 
favorisant la production de fragments peptidiques inactifs. Cependant, il est important de 
comprendre l'interdépendance du système pro-nociceptif et du système opioïde 
endogène. La réduction significative des concentrations de peptides pro-nociceptifs peut 
altérer la réponse endogène du système opioïde. 
Également, les résultats obtenus montrent une diminution significative des 




neuropeptides opioïdes endogènes (Dyn A, Leu-Enk et Met-Enk) dans la moelle épinière 
des souris PC1-/+ et PC2-/+. Ainsi, la réduction de l'activité des PCs possède un impact 
sur le système pro-nociceptif, mais aussi sur le système opioïde endogène, ce qui 
affectera significativement les voies modulatrices de la douleur. Au cours de la dernière 
décennie, il y a eu une augmentation significative de l'intérêt pour le ciblage 
thérapeutique des protéases, y compris les PCs pour le traitement de plusieurs maladies 
et les symptômes associés à la douleur. Cependant, il existe de nombreuses questions 
sans réponse concernant l'adéquation de la manipulation pharmacologique des PCs dans 
un contexte thérapeutique, en particulier concernant les effets secondaires probables du 
traitement. Il est également important de rappeler la létalité embryonnaire de certaines 
souris mutantes PCs.  
Le traitement de la douleur est très important en médecine et les études utilisant des 
antagonistes des récepteurs NK1 n'ont pas montré d'effets analgésiques significatifs chez 
l'homme (ex., douleur post-opératoire et arthrose, neuropathie diabétique et migraine). 
Ainsi, des études récentes suggèrent que le système pro-nociceptif de tachykinine (SP-
NK1) et le système analgésique opioïde sont importants pour la sensation de douleur.  
Au cours du présent travail, l'analyse de la moelle épinière de souris Tac1-/- a révélé des 
diminutions significatives des concentrations EM2, Leu-Enk et Dyn A qui suggèrent 
fortement un impact significatif sur les mécanismes endogènes de la douleur. Ces 
observations peuvent avoir un impact significatif sur les futurs développements de 
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